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POPOP : 1 , 4 - b i s - 2 - ( 5 - f e n i l o x a z o l i l ) - b e n c e n o .
PPO ; 2 , 5 - d i f e n i l o x a z o l .
SDS : D o d e c i l  s u l f a t o  s ô d i c o .
VHDL : L ip o p r o t e in a s  d e  muy a l t a  d e n s id a d .
VLDL : L ip o p r o t e in a s  d e  muy b a j a  d e n s id a d .
B-VLDL ; L ip o p r o t e in a s  de muy b a j a  d e n s id a d
co n  r a o v il id a d  e l e c t r o f o r é t i c a   ^ .
INTRODUCCION
4.
1 . - COMPOS I  C I ON Y PPOPIEl?V-nEg DE LAS LIPOPROTEINAS PLASMATICAS
Las l i p o p r o t e i n a s  p l a s m â t i c a s  so n  c o m p le j o s  m a cro -  
m o le c u la r e s  c o m p u e sto s  de l l p i d o s  y  p r o t e in a s  de muy d i v e r s o s  
t ip o sy  p r é s e n t e s  en  d i f e r e n t e  p r o p o r c iô n .  E s t a  h e t e r o g e n e id a d  
ha  s i d e  l a  c a u s a  d e  l a  c o n f u s iô n  h a b id a  en  l o s  û l t im o s  an o s  
e n  c u a n to  a l a  d e n o m in a c iô n  d e  l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  l i p o  
p r o t é i c a s ,cuya c l a s i f i c a c i ô n  e s t S  b a sa d a  e n  c r i t e r i o s  o p e r a -  
c i o n a l e s  d e r iv a d o s  de l a s  d l v e r s a s  t é c n i c a s  e m p le a d a s  en  su  
s e p a r a c iô n .  A s f , a t e n d ie n d o  a l  i n t e r v a l o  de d e n s id a d  en  e l  
g u e  f i o t a n ,  t r a s  s o m e te r  e l  p la sm a  a u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  en  
s o l u c i o n e s  s a l i n a s ,  s e  p u ed en  d i s t i n g u i r  de form a g e n e r a l  l o s  
s i g u i e n t e s  t l p o s  de l i p o p r o t e i n a s :  q u i lo m ic r o n e s ,  l i p o p r o t e i  
in a s  de muy b a j a  d e n s id a d  (VLDL) , l ip o p r o t e i n a s  d e  b a j a  den  
s id a d  (LDL) y  l i p o p r o t e i n a s  d e  a l t a  d e n s id a d  (HDL). A te n d ie n  
d o  a s u  m o v i l id a d  e l e c t r o f o r ë t i c a , s e  p u ed e  d i s t i n g u i r  una 
f r a c c iô n  que p erm a n ece  en  e l  o r ig e n  ( q u i lo m ic r o n e s )  y  t r è s  
f r a c c i o n e s  co n  m o v i l id a d e s  e l e c t r o f o r é t i c a s  d i f e r e n t e s  : p r e -  
 ^ - l i p o p r o t e i n a s  (VLDL),  ^ - l ip o p r o t e in a s ( L D L )  y - l i p o ­
p r o t e in a s  ( HDL)
Como in d ica b a u n o s a n t e s  » c a d a  c l a s e  de l i p o p r o t e i ­
n a s  e s  h e t e r o g é n e a  con  r e s p e c t e  a s u s  c o n s t i t u y e n t e s  p r o t e i -  
c o s  o  a p o p r o t e in a s .  S e  han p r o p u e s t o  v a r io s  s i s t e m a s  de n o -  
m e n c la tu r a  p a r a  e s t a s  a p o p r o t e in a s ;  e l  a c e p ta d o  u n iv e r s a lm e n  
t e  en  l a  a c t u a l id a d  e s  e l  i n t r o d u c i d o  p o r  A la u p o v ic  (1 9 7 1 )  
q u e  d en om in a  apo  A , apo B y  apo C a l a s  a p o p r o t e in a s  m ayo- 
r i t a r i a s  de HDL, LDL y  VLDL r e s p e c t iv « u n e n t e , r e s e r v a n d o s e  
l a s  d e n o m in a c io n e s  d e  apo D , apo E , e t c  para o tra s apoproteinas.
1.1.- Quilomicrones.
L os q u i lo m i c r o n e s  s e  c a r a c t e r i z a n  p o r  t e n e r  una  
d e n s id a d  m enor d e  0 ,9 5  g / m l .S u  tam ano y  c o m p o s ic i 6n d e p e n d en  
d e  l o s  l u g a r e s  d e  o r ig e r ^  d e  l a  d i e t a  y  d e l  e s t a d o  m e t a b ô l i c o  
d e l  i n d i v i d u o .  A l m i c r o s c o p i o  e l e c t r ô n i c o  a p a r e c e n  com o p a r  
t l c u l a s  e s f é r i c a s  d e  d iâ m e t r o  e n t r e  1 .2 0 0  y  1 1 .0 0 0  A , c u y o s  
p e s o s  m o l e c u l a r e s , c a l c u l  a d o s  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n ,  o sc i^  
l a n  e n t r e  5 0 0 - 4 3 0 .0 0 0  x  10® d a l t o n  (SCANU,1 9 7 2 )  ; s u  c o e f i -  
c i e n t e  d e  s e d i m e n t a c iô n  e s  d e  4 0 0 - 5 .0 0 0  S .
A p ro x im a d e u n en te , e l  98% d e l  p e s o  d e  l o s  q u i lo m i ­
c r o n e s  s o n  I f p i d o s ,  s i e n d o  l o s  t r i g l i c é r i d o s  (d e  o r ig e n  e x ô  
g e n o )  e l  84% d e l  t o t a l ;  l o s  f o s f o l l p i d o s (7% ), e l  c o l e s t e r o l  
(7%) y  l a  p r o t e i n a  (2%) so n  l o s  c o m p o n e n te s  m i n o r i t a r i o s  , 
(SCANU, 1 9 7 2 ) .  E l  c o n t e n i d o  en  e s t o s  c o m p o n e n te s  m i n o r i t a ­
r i o s  a u m en ta  a m e d id a  q u e  d is m in u y e  e l  tam an o  d e  l a s  p a r t i  
c u l a s  (ZILVERSMIT ,1 9 6 9 )  . S e g u n  B ier m a n  y  c o l  (1 9 6 5 )  y  -  
O'Hara y  c o l  (1 9 6 6 )  l o s  q u i lo m i c r o n e s  d e  l a  l i n f a  c o n t i e n e n  
m âs f o s f o l l p i d o s  y m enos p r o t e i n a  q u e  l o s  d e l  p la s m a .  La r è  
l à c l ô n  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  a c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  e s  de  
1 a p r o x im a d a m e n te . E n t r e  l o s  f o s f o l l p i d o s ,  l a  f o s f a t i d i l c o ­
l i n a  y  l a  e s  f  i n g o m i e l i n a  r e p r e s e n t a n  mâs d e l  90% d e l  t o t a l ,  
s i e n d o  l a  r e l a c i ô n  m o la r  e n t r e  e s t o s  d e  a p ro x im a d ë im en te  6 :1  
(EISENBERG y  LEVY , 1 9 7 5 ) .
L o s q u i lo m i c r o n e s  d e  l a  l i n f a  c o n t i e n e n  un 66% 
d e  A po C , 22% d e  ap o  B y  12% d e  ap o  A (KOSTNER y  HOLASEK, 
1 9 7 2  ) ;  a p o  A - I  y  a p o  A - I I  e s t â n  p r é s e n t e s  en  a p r o x im a d a  -  
m e n te  i g u a l  c a n t i d a d  e n  p e s o .  S e g û n  G lic k m a n  y K ir c h  (1 9 7 4 )
6. •
l o s  o u l lo m ic r o n e s  d e  m ayor tam ano t i e n e n  m ayor p r o p o r c iô n  
d e  apo B con  r e s p e c t e  a ap o  C .
1 . 2 . -  VLDL
C o n s t i t u y e  l a  f r a c c iô n  l i p o p r o t e i c a  q u e s e  p u ed e  
a i s l a r  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  d e l  p la sm a  de i n d iv i d u o s  en  
a y u n a s a d e n s id a d  m enor de 1 ,0 0 6  g /m l .  Aunque s e  t r a t a  de  
un g r u p c  c o n t in u e  de p a r t l c u l a s  d e  2 5 0 -9 0 0  A d e  d iâ m e tr o  y 
3 -1 2 8  X 10® d a l t o n  de p e s o  m o le c u la r  ( SCANU,1 9 7 2 ) y  c u y o s  
c o e f i c i e n t e s  d e  s e d im e n t a c iô n  so n  d e  2 0 -4 0 0  S (GUSTAFSON y 
c o l ,  1 9 6 6 ) ,  s e  han  d e s c r i t o  d o s  m âxim os d i f e r e n t e s ,  uno a 
d = 0 ,9 5 8  g / m l ,  co n  un d iâ m e tr o  de 530 A y  o t r o  a d = 0 ,9  80 g /m l  
co n  d iâ m e tr o  d e  263 A.
VLDL e s t â  c o m p u e sta  p r in c ip a lm e n t e  p o r  t r i g l i c é ­
r id o s  e n d ô g e n o s  que c o n s t i t u y e  d e l  5 0 -6 0  % d e l  p e s o  t o t a l  de  
l a  p a r t i c u l a  adem âs c o n t î e n e  c o l e s t e r o l  l i b r e ( 1 0 - 1 2 %), c o - .  
l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  (4 -6 % ), f o s f o l l p i d o s  (18-20% ) y p r o ­
t e i n a  (8-12% ) (SK IP SK I, 1 9 7 2 ) .  La co m p o si c i ô n  d e  f o s f o l l p i ­
d o s  e s  s i m i l a r  a l a  d e s c r i t a  p a r a  l o s  q u i lo m ic r o n e s .
Cuando s e  c r o m a t o g r a f la  apo  VLDL en  co lu m n a de Se  
p h a d ex  G -100 ( GOTTO y  c o l ,  1972V s a l e  co n  e l  vo lu m en  d e  e x  
c l u s i ô n  una de l a s  a p o p r o t e in a s  m a y o r i t a r ia s  i d e n t i f i c a d a  
como ap o  B , q u e  c o n s t i t u y e  un 20-30%  d e l  t o t a l  d e  p r o t e in a  
d e  VLDL cu a n d o  s e  m id e  p o r  r a d io in m u n o e n sa y o  (SCHONFELD Y 
c o l ,  1974  a )jo h a s  t a  un 35% cu a n d o  s e  m ide p o r  t é c n i c a s  g r a  
v im é tr iC a s  (BROWN y c o l , 1 9 7 0 ) .  E s t a  a p o p r o t e in a  e s  una g l i  
c o p r o t e in a  co n  un 5-9% d e  h i d r a t o s  de c a r b o n o  ( in c lu y e n d o
7.
g a l a c t o s e , m a n o sa , f u c o s a ,  g l u c o s a ,  g lu c o s a m ln a  y â c id o  s i S  
l i c o  ) ;  s u  c o n c e n t r a c iô n  en  p la s m a  de i n d i v l d u o s  n o r m a le s  e s  
d e  7 0 - 1 0 0  mg /  d l  (SCHONFELD y  c o l ,  1 9 7 4 b ) .R e c ie n t e m e n t e  , 
O lo f s s o n  y  c o l  ( 1 9 8 0 )  han  d e s a r r o l l a d o  un m é to d o  de s o l u b i l i  
z a c i ô n  d e  ap o  B c o n  â c id o  a c é t i c o  2M m e d ia n t e  e l  c u a l  s e  ha  
p o d id o  r é c u p é r â t  un 95% d e  l a  p r o t e i n a ;  p o r  c r o m a t o g r a f la  en  
S e p h a d e x  G -100  y  p o s t e r i o r  c r o m a t o g r a f îa  en  lÆ A E - c e lu lo s a  
s e  h a  a i s l a d o  u n a  f r a c c i ô n  c u y o  p e s o  m o l e c u l a r  e s t im a d o  p o r  
e l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e  p o l i a c r i l a m i d a  e s  d e  7 2 .0 0 0 - 7 6 .0 0 0  
d a l t o n , g u e  p a r e c e  n o  e s t a r  fo r m a d a  p o r  h i d r ô l i s i s  d e  ap o  B 
d u r a n t e  e l  p r o c e s o  d e  s o l u b i l i z a c i d n . E s t a  f r a c c i ô n  t i e n e  Phe 
com o à m in o â c id o  N - t e r m i n a l  y  G lu  com o a m in o â c id o  C - t e r m i n a l .
La f r a c c i ô n  r e t a r d a d a  d e  ap o  VLDL s o b r e  S e p h a d e x  
G-lOO c o n t i e n e  ap o  E y  ap o  C , r e p r e s e n t a n d o  e s t a  û l t im a  e l  
70% d e l  t o t a l  d e  p r o t e i n a .  Apo C p u e d e  s e p a r a r s e  e n  t r è s  
f r a c c i o n e s  p o r  c r o m a t o g r a f f a  s o b r e  D E A E -c e lu lo s a  (SHORE y  
SHORE, 1 9 6 9 ) o  p o r  e l e c t r o e n f o q u e  (ALBERS y  SCANU, 1 9 7 1 ) d e n o  
m in a d a s  a p o  C -I  , a p o  C - I I  y  a p o  C - I I I  , c u y a s  c a n t id a d e s  
v a r f a n  c o n  e l  i n d i v f d u o ,  s u  e d a d  y  s u  g r a d o  d e  h i p e r l i p i d e -  
m ia  (SHORE y  SHORE , 1 9 7 3  ) .  La r e l a c i ô n  d e  ap o  B a apo C 
v a r i a  c o n  e l  ta m a h o  d e  l^ D L ; a s i  , l a s  p a r t f c u l a s  m a y o r e s  
t i e n e n  m ayor  c o n t e n i d o  r e l a t i v o  d e  ap o  C y  m en or  d e  Apo B 
(EISENBERG y  c o l ,  1 9 7 2 ) .  Apo C -I  c o n s t i t u y e  e l  10-15%  d e  apo  
VLDL, c o n s t a  d e  u n a  s o l a  c a d e n a  p o l i p e p t f d i c a  d e  57 r e s t o s  
a m in o S c id o s  y  6 .6 3 0  d e  p e s o  m o l e c u l a r  , c u y a  s e c u e n c i a  f u é  
e s t a b l e c i d a  p o r  Sh u lm an  y  c o l ,  ( 1 9 7 2 ) ,  p r im e r o ,  y  J a c lc so n  
y  c o l ( 1 9 7 4 ) ,  d e s p u ô s ; l o s  a m in o S c id o s  N - t e r m i n a l  y C - t e r -
8.
m in a i s o n ,  r e s p e c t i v a m e n t e , Thr y S e r .  Apo C -I  p a r e c e  s e r  un 
a c t iv a d o r  de LCAT (SOUTAR y c o l . ,  1 9 7 5 ) ;  G anesan  y  c o l .  (1971) 
o p in a n  q u e a c t i v a  ta m b ie n  l a  LPL p u r i f i c a d a  d e  p la sm a  p o s th e  
. p a r in iz a d o ,  aunque e s t e  p u n tp  no  ha s i d o  c o n f ir m a d o . Apo C - n  
c o n s t i t u y e  ta m b ie n  un 10-15%  de l a  p r o t e in a  d e  VLDL; r e c i e n ­
te m e n te  , J a c iiso n  y c o l .  (1 9 7 7 )  han  e s t a b l e c i d o  su  s e c u e n c ia  
a m in o â c id a , q u e  c o n s t a  d e  78 a m in o S c id o s  y  p o s e e  un p e s o  mo­
l e c u l a r  de 8 .8 3 7  d a l t o n .  E l a m in o S c id o  N - t e r m in a l  e s  Thr y -  
e l  C - t e r m in a l  e s  G lu . Apo C - I I  e s  un p ô t e n t e  a c t iv a d o r  de -  
LPL; l o s  f ragm ent o s  s i n t S t i c o s  c o m p r en d id o s  e n t r e  l o s  r e s t o s  
6 0 - 6 8 ,  5 5 - 6 8 ,  5 0 - 6 8 ,  4 3 -6 8  y 3 5 -6 8  p r o d u c e n  una a e t i v a c i ô n  
d e l  0 ,  1 0 ,  2 5 ,  100 y  100%, r e s p e c t iv a m e n t e  (SMITH y c o l . , 1980); 
a l  p a r e c e r  l a  s e c u e n c ia  f i n a l  G ly -G lu -G lu  e s  e s e n c i a l  p a r a  -• 
l a  u n iô n  co n  e l  e n z im a  (BRADLEY y GOTTO, 1 9 7 8 ) .  Apo C - I I I  -  
com pren de e l  30-40%  de apo VLDL; c o n s t a  de una û n ic a  c a d e n a  -  
p o l i p e p t f d i c a  de 79 r e s t o s  a m in o S c id o s , de 8.764 d a l t o n  d e  pe  
s o  m o le c u la r ,  cu y a  s e c u e n c ia  f u é  d e te r m in a d a  p o r  B rew er  y  c o l.  
(1 9 7 4 ) ; l o s  eu n in o S c id o s  N - y C - t e r m in a le s  s o n ,  r e s p e c t iv a m e n  
t e  S e r  y  A la .  U n id a  a l a  T h r -7 4  h a y  una c a d e n a  o l i g o s a c S r i d a ,  
o o n t e n le n d o  un m ol d e  g a l a c t o s a ,  un m ol de g a la c t o s a m in a  y  -  
c e r o ,  uno o d o s  m o le s  de S c id o  s i S l i c o  p o r  m ol d e  p o l i p e p t i -  
d o  (BROWN y c o l . ,  1 9 7 0 ) ,  l o  c u a l  m o t iv a  e l  p o l im o r f is m o  co n  -  
e l  q u e s e  m a n i f i e s t a  apo C - I I I  en  e l e c t r o f o r é s i s  s o b r e  g e l  -  
d e  p o l i a c r i l a m i d a .  Apo C - I I I  e s  un in h ib ld o r  e s p e c f f i c o  de -  
l a  LPL, aûn en  p r e s e n c ia  d e  apo  C - I I  (JACKSON y  c o l . , 1 9 7 6 ) .
O tr a s  a p o p r o t e in a s  s e  han p o d id o  d e t e c t a r  en  VLDL, 
coBio apo D y  apo A; apo A - I ,  m ed id a  p o r  r a d io in m u n o e n s a y o , -  
c o n s t i t u y e  m enos d e l  1% d e l  t o t a l  de p r o t e in a  d e  \n^DL.
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1 . 3 . -  LPL.
Son l a s  l l p o p r o t e i n a s  q u e  f l o t a n  en  un m e d io  d e  -  
d e n s id a d  e n t r e  1 ,0 0 6  y  1 ,0 6 3  g / m l .  LDL e s  e l  p r i n c i p a l  v é h i ­
c u l e  t r a n s p o r t a d o r  d e l  c o l e s t e r o l  p l a s m S t i c o  e n  e l  hom bre y  
e s , a s !  m ism o , l a  l i p o p r o t e i n a  m âs a b u n d a n te ;  l a  c o n c e n t r a ­
c i ô n  m e d ia  e n  h o m b res  a m e r ic a n o s  (EISENBERG y  LEVY, 19 75) e s  
de  4 4 0 m g /1 0 0  m l d e  s u e r o  y  e n  m u j e r e s ' d e  370  m g /1 0 0  ml ( l a s  
d e  VLDL s o n ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  1 7 3  y  69 y  l a s  de HDL, 2 6 0  y  
320 m g /1 0 0  m l ) .  S e  h a n  d e f i n i d o  d o s  s u b c l a s e s :  LDL^  ^ o  IDL 
( l l p o p r o t e i n a s  d e  d e n s id a d  i n t e r m e d i a ) , q u e  co m p ren d en  l a  -  
f r a c c i ô n  d e  d e n s id a d  e n t r e  1 ,0 0 6  y  1 ,0 1 9  g /m l y LDLg (L D L ), 
q u e  co m p ren d e  l a s  p a r t f c u l a s  q u e  f l o t a n  en  e l  i n t e r v a l o  de  
d e n s id a d  e n t r e  1 ,0 1 9  y  1 ,0 6 3  g / m l ,  l a  c u a l  r e p r é s e n t a  e l  8 7 -  
90% d e l  t o t a l .  LDL, a l  m i c r o s c o p i o  e l e c t r ô n i c o ,  a p a r e c e  c o ­
mo una s u s p e n s i ô n  h o m o g én ea  de p a r t f c u l a s  e s f é r i c a s ,  c u y o  -  
d iâ m e t r o  o s c i l a  e n t r e  1 7 0 - 2 6 0  A , d e  l a s  c u a l e s  e l  80% t i e n e n  
e n t r e  2 1 0 - 2 5 0  A d e  d iâ m e t r o  ( FORTE y  NICHOLS, 1 9 7 2 ) .  L o s p e  
S O S  m o l e c u l a r e s  y  c o e f i c i e n t e s  d e  s e d i m e n t a c i ô n , o b t e n i d o s  -  
p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n , s o n ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  2 , 3 - 2 ,7 5 x  10^  
d a l t o n  y  0 - 2 0  S (SCANU, 1 9 7 2 ) .
LDL e s t é  c o m p u e s ta  d e  un 75-76%  d e  I f p i d o s ,  un 2 0 -  
22% d e  p r o t e i n a  y  un 3-5% d e  h i d r a t o s  d e  c a r b o n o . E n tr e  l o s  
I f p i d o s  s e  i n c l u y e n  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  ( 4 7 - 5  5% ), f o s -  
f o l f p i d o s  ( 2 8 -3 0 % ) ,  c o l e s t e r o l  l i b r e  (3 0 -1 1 % ) y t r i g l i c é r i -  
d o s (8-10% ) (SCANU y  WISDOM, 1 9 7 2 ) .  L os ô c i d o s  g r a s o s  i n s a t u -  
r a d o s  m âs a b u n d a n te s  so n  e l  o l é i c o  y  e l  l i n o l é i c o ,  y  e l  p a l -  
m f t i c o  e n t r e  l o s  s a t u r a d o s  (GOODMAN y SHIRATORI, 1 9 6 4 ) .  La -
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r e l a c i ô n  m o la r  de l e c i t i n a  a e s f i n g o m i e l i n a . e s  d e  2 , 5 : 1 ,  -
s i e n d o  ambos l o s  f o s f o l f p i d o s  m a y o r i t a r io s  ( e l  65% y  e l  25%, 
r e s p e c t i v a m e n t e ) . La c o m p o s ic iô n  en  I f p id o s  de LDL v a r f a  con  
e l  p e s o  m o le c u la r ;  a s f ,  l o s  t r i g l i c é r i d o s  so n  mâs a b u n d a n te s  
e n  l a s  p a r t f c u l a s  m a y o r e s ,  m ie n t r a s  q u e e l  c o l e s t e r o l  ( e s p e -  
c ia lm e n t e  e s t e r i f i c a d o )  aum enta  en  l a  s u b f r a c c iô n  d e  m ayor -  
d e n s id a d  y  l o s  f o s f o l f p i d o s  s e  m a n tie n e n  c o n s t a n t e s  en  to d a s  
e l l a s  (EISENBERG y  LEVY, 1 9 7 5 ) .  LDL t r a n s p o r t a , a d e m â s, e l  50% 
d e l  t o c o f e r o l  d e l  s u e r o  (McCORMICK y  c o l . , 1 9 6 0 ) y  e l  75% -  
d e l  p - c a r o t e n o  y l i c o p e n c  (KRINSKY y c o l . , 1 9 5 8 ) .
L a j ia p o p r o te in a  m a y o r i t a r ia  de LDL e s  apo B , que r e ­
p r é s e n t a  mâs d e l  95% d e l  t o t a l  de p r o t e in a .  Apo C ha  s i d o  de  
t e c t a d a  en  p e q u e n a s  c o n t id a d e s  (5% ), a s o c ia d a  a apo B , en  lüLf 
m ie n t r a s  q u e  e n  LDL^, adem âs d e  h a b e r  m ucha m enor c a n t id a d ,  
no p a r e c e  a s o c i a r s e  a apo B (LEE yALAüPOVIC, 1 9 7 4 ) .  Tam bien  
s e  ha d e t e c t a d o  apo A e n  LDL, e s p e c ia lm e n t e  en  l a  f r a c c iô n  
de d e n s id a d  e n t r e  1 ,0 5 0  y  1 ,0 6 3  g /m l .
1 . 4 . -  HDL
La f r a c c iô n  HDL com pren de l a s  l l p o p r o t e i n a s  que  
f l o t a n  e n  e l  i n t e r v a l o  de d e n s id a d  e n t r e  1 ,0 6 3  y  1 ,2 1  g /m l .  
No o b s t a n t e ,  a lg u n a s  c a r a c t e r l s t i c a s  g é n é r a l e s  de e s t a s  p a r  
t f c u l a s ,  p u ed en  d a r s e  en  f r a c c i o n e s  q u e s e  a i s l a n  p o r  u l t r a  
c e n t r i f u g a c i ô n  f u e r a  d e  e s t e  i n t e r v a l o .E n  un s e n t i d o  a m p lio  
s e  han  d e te r m in a d o  c in c o  s u b c l a s e s  HDL^( d = l , 0 5 0 - 1 ,0 6 3  g /m l)  
HDL2  (d=  1 ,0 6 3 - 1 ,1 2 5  g /m l)  , HDL3  ( d= 1 ,1 2 5 - 1 ,2 1 0  g /m l)
( d= 1 ,210-1 ,250  g/ml) y  \WDL2  ( d >  1 ,2 5 0  g /m l)  , l a s  c u a l e s  d i f i e
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r e n  e n  s u s  p r o p le d a d e s  f î s i c a s  y  e n  s u  c o m p o s ic iô n .  En l a  
p r â c t i c a  e s t e  g r u p o  s e  p u e d e  c o n s i d e r a r  fo r m a d o  û n ic a m e n te  
p o r  HDL2  y  HDL3  , d a d o  q u e  c o n s t i t u y e n  mâs d e l  95% d e l  t o ­
t a l ;  s u s  p e s o s  m o l e c u l a r e s  m e d i o s , o b t e n i d o s  p o r  u l t r a c e n ­
t r i f u g a c i ô n  a n a l î t i c a ,  s o n  d e  3 2 0 .0 0 0  y  1 7 5 .0 0 0  r e s p e c t i v a ­
m e n t e ,  y  s u s  d i â m e t r o s ,  o b t e n i d o s  p o r  m i c r o s c o p f a  e l e c t r ô -  
n ic e y  d e  95  a 100 A p a r a  HDL2  y  d e  70 a 75 A p a r a  HDL3  -  
(SCANU y  WISDOM , 1 9 7 2 )  .
En p la s m a  hum ano, l a  p r o p o r c iô n  d e  HDL2  a HDL3  e s  
d e  1 : 3 ,  p u d ie n d o  v a r i e r  c o n  d e t e r m in a d o s  f a c t o r e s  f i s i o l ô -  
g i c o s  y p a t o l ô g i c o s  (KOSTNER y  ALAUPOVIC, 1 9 7 2 ) ,  l a  p r o p o r ­
c iô n  d e  l l p i d o  a p r o t e i n a  d is m in u y e  c o n fo r m e  d is m in u y e  e l  
p e s o  m o l e c u l a r ;  a s f ;  e l  60% d e  HDL2  e s t â  c o n s t i t u i d o  p o r  
I f p i d o s  , m ie n t r a s  q u e  e n  HDL3  s ô l o  h a y  un 45% . L a s p r o p o r  
c l o n e s  r e l a t i v e s  d e  e s t o s  û l t i m o s  ta m b ie n  s e  a l t e ra n  a m edi 
d e  q u e a u m en ta  l a  d e n s id a d ,  a u m en ta n d o  l a  r e l a c i ô n  e n t r e  
l e c i t i n a  y  e s  f i n g o m i e l i n a  y  e n t r e  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  y  
c o l e s t e r o l  l i b r e  ( EISENBERG y  LEVY , 1 9 7 5 ) . E l  55% d e  l o s  
I f p i d o s  d e  HDL s o n  f o s f o l f p i d o s ,  un 9% c o l e s t e r o l  l i b r e , u n  
28% c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  y  un 8 % t r i g l i c é r i d o s .  L o s  f o £  
f o l f p i d o s  m a y o r i t a r i o s  so n  l e c i t i n a  ( 73,8% ) y  e s f i n g o m i e ­
l i n a  ( 1 4 ,5 % ). L o s â c id o s  g r a s o s  m a y o r i t a r i o s  q u e e s t e r i f i -  
c a n  l a  f o s f a t i d i l c o l i n a  s o n  p a l m f t i c o  (3 0 ,2 % ) y  l i n o l e i c o  
(2 0 ,8 % ) ; l o s  d e  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  so n  l i n o l e i c o (52,2%) 
y  o l e i c o (  1 8 ,9 % ), y  l o s  d e  l o s  t r i g l i c é r i d o s  s o n  o l e i c o ( 3 5 ',;?%) 
y  p a l m f t i c o  (2 4 ,5 % ) (SCANU, 1 9 7 2 ) .
M e d ia n te  c r o m a t o g r a f f a  s o b r e  S e p h a d e x  G -2 0 0  d e
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apo HDL s e  o b t le n e n  apo A -I  y  apo  A - I I  como a p o p r o t e in a s  
m a y o r ! t a r ia s  ( mâs d e l  95%) y l a s  a p o p r o t e in a s  C, D y  E como 
c o m p o n e n te s  m i n o r i t a r i o s . La r e l a c i ô n  e n t r e  apo A -I  y  apo A- 
I I  e s  de 3 : 1  en  t o d a s  l a s  b u b f r a c c i o n e s , aunque aum enta e l  
c o n t e n id o  d e  apo A -I  y  d ism in u y e  e l  d e  apo C co n fo rm e  aumen­
t a  l a  d e n s id a d .  Apo A -I  c o n s t a  d e  una û n ic a  c a d e n a  p o l i p e p -  
t l d i c a  d e  245 r e s t o s  a m in o â c id o s  cu y o  p e s o  m o le c u la r  e s  de  
2 8 .3 3 1  d a l t o n  ; su  s e c u e n c ia  de a m in o â c id o s  fu â  d e te r m in a d a  
p o r  B alcer y  c o l  ( 1 9 74) ; l o s  a m in o â c id o s  N- y  C - t e r m in a le s  
so n  r e s p e c t iv a m e n t e  A sp y  G in . A d o -I  e s  un a c t iv a d o r  d e l  
e n z im a  LCAT ( F I E L D I N G  y  c o l ,  1 9 7 2 ) .
Apo A - I I  a i s l a d a  s o b r e  S e ’îh a d e x  o  D E A E -c e lu lo sa  , 
a p a r e c e  como una p r o t e in a  s e n c i l l a  de 1 7 .0 0 0  d a l t o n  d e  p e s o  
m o le c u la r .  Su  s e c u e n c ia  fu é  e s t a b l e c i d a  in d e p e n d ie n te m e n te  
p o r  B rew er  y  c o l  ( 1 9 72) y  JacJcson y  G o tto  (1 9 7 2 ) ; c o n s  t a  de  
d o s  c a d e n a s  p o l i p e p t f d l c a s  i d é n t i c a s  de 77 a m in o â c id o s  ca d a  
una fU n id a s  o o r  un p u e n te  d i s u l f u r o ;  p o r  r e d u c c iô n  de e s t e  
p u e n t e  d i s u l f u r o  s e  a i s l a n  l o s  d o s  p o l i p é p t l d o s  i d â n t i c o s  de  
8 .5 0 0  de p e s o  m o le c u la r ,  s u  a m in o â c id o  C - t e r m in a l  e s  G lu y  
e l  N - t e r m in a l  e s  â c id o  p i r r o l i d i n - c a r b o x l l i c o .  Su p a p e l  f i s i o  
lô g lo o  no  e s  c o n o c id o ,  aunque F i e l d i n g  y  c o l  (1 9 7 2 a )y  S o u ta r  
y  c o l  (1 9 7 5 )  han  a p u n ta d o  l a  o o s i b i l i d a d  de que s e a  un c o f a c  
t o r  q u e  r e d u c e  l a  a c t i v i d a d  LCAT, aûn en  p r e s e n c ia  de a p o A - l.
L as a p o p r o t e in a s  C r e p r e s e n t a n  e n t r e  e l  1 y  5% d e l  
t o t a l  de p r o t e in a  de HDL, e s t o s  p e p t i d o s  so n  l o s  roism os que  
e s t â n  p r é s e n t e s  en  VLDL. Apo D o  " t h in  l i n e  p r o t e in "  (ALAÜPO 
V ie  y  c o l  , 1 9 7 2 ) e s  una g l i c o p r o t e i n a  q u e  c o n t i e n e  D -g lu c o
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s a m ln a ,  d e  2 2 .1 0 0  d e  p e s o  m o le c u la r  y S e r  com o a m in o â c id o  
C - t e r m in a l ;  s u  f u n c iô n  e s  d e s c o n o c i d a ,  no o b s t a n t e  s e  h a  s u -  
g e r i d o  l a  p o s i b i l i d a d  d e  q u e  s e a  un a c t i v a d o r  d e  LCAT o  un  
t r a n s p o r t a d o r  e s p e c f f i c o  d e  l i s o l e c i t i n a  t r a s  l a  a c c i ô n  de  
LCAT s o b r e  HDL (JACKSON y c o l , 1 9 7 6 )  ; r e c i e n t e m e n t e  ChaJeJç y  
F i e l d i n g  (1 9 7 8 )  s u g i e r e n  q u e  e s t â  r e l a c i o n a d a  c o n  e l  i n t e r -  
ca m b io  de c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  d e  HDL a VLDL o  LDL p o r  
t r i g l i c é r i d o s  . Apo E o  " a r g i n i n e  r i c h  p r o t e i n  " h a  s i d o  d e s  
c r i t a  p o r  S h o r e  y  S h o r e  ( 1 9 7 3 ) ;  e s t a  p r o t e i n a  s e  e n c u e n t r a  
a u m en ta d a  e n  a n im a le s  s o m e t id o s  a d i e t a s  r i c a s  en  c o l e s t e r o l  
fo rm a n d o  p a r t e  d e  l a s  l l p o p r o t e i n a s  e s p e c i a l e s  d e n o m in a d a s  
B -VLDL y  HDLg ( MAHLEY ,1 9 7 8 )  y  e n  d e t e r m in a d a s  s i t u a c i o n e s  
p a t o l ô g i c a s  (SHORE y  SHORE, 1 9 7 4 ) ;  su  p e s o  m o l e c u l a r  a p r o x ^  
m ado e s  d e  3 3 .0 0 0  d a l t o n ,  e l  a m in o â c id o  N - t e r m i n a l  e s  L ys y  
e l  C - t e r m in a l  A la  ; s e  h a n  a i s l a d o  t r è s  fo r m a s  p o l . im ô r f i c a s  
(MORRISETT y  c o l , 1 9 7 7 ) ;  p a r e c e  t e n e r  un p a p e l  im p o r t a n t e  e n  
e l  m é ta b o l is m e  d e  VLDL y  e s t a r  r e l a c i o n a d a  c o n  e l  t r a n s p o r t e  
d e  c o l e s t e r o l .
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2 . -  MODELOS E5TRÜCTÜRALES DE LIPOPPOTEINAS
S h en  y c o l  (1 9 7 7 )  han  p r o p u e s t o  un m o d elo  de e s  t r u c  
t u r a ,q u e  p u ed e  s e r  a p l i c a b l e  de modo g e n e r a l  a to d a s  l a s  l i p o  
p r o t e i n a s c i r c u l a n t e s ,  y q u e  e s t S  b a s a d o  en  l o s  d a t o s  r e f e r e n  
t e s  a  l a  c o m p o s ic iô n  de l a s  m ism a s . En e s t e  m o d elo  e l  n û c le o  
h i d r o f ô b i c o  d e  t r i g l i c é r i d o s  y  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  e s t a r f a  
r o d e a d o  p o r  una m on o ca p a , d e  20 A de e s p e s o r ,  o o n t e n le n d o  p ro  
. t e i n a s , f o s f o l f p i d o s  y  c o l e s t e r o l .  L os f o s f o l f p i d o s  y l a s  p r o  
t e i n a s  c o m p e t ir f a n  p o r  e l  e s p a c i o  s o b r e  l a  s u p e r f i c i e  de l a s  
l l p o p r o t e i n a s ,  m ie n t r a s  q u e e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  I n t e r a c c i o n a -  
r f a  d ir e c t a m e n t e  co n  a q u e l l o s  p e r o  s i n  e s t a r  e x p u e s t o s  a l  me­
d io  a c u o so  .
2 . 1 . -  E s t r u c t u r a  de q u i lo m i c r o n e s , VLDL y LDL.
S e  h an  h e c h o  una g r a n  c a n t id a d  d e  e s t u d i o s  en ca m in a  
d o s  a l o c a l i z a r  l o s  d i f e r e n t e s  t i p o s  de I f p id o s  y  p r o t e in a s  
c o m p o n e n te s  de e s t a s  p a r t f c u l a s  . E l  c o n c e p t o  de una s u p e r f i ­
c i e  de c o m p o n e n te s  p o l a r e s  y  un i n t e r i o r  p red o m in  an tern en te  h^  
d r o f ô b i c o  , v i e n e  a v a la d o  p o r  l o s  e s t u d i o s  de Z i l v e r s m i t (1 9 6 5 )  
q u i e n , m e d ia n te  c o n g e la c iô n  y d e s c o n g e l a c i ô n  o  c l c l o  de d e s h l -  
d r a t a c iô n - r e h i d r a t a c i ô n  de o u i l o m ic r o n e s , o b t i e n e  una f a s e  
o l e o s a  q u e  c o n t i e n e  to d o s  l o s  t r i g l i c é r i d o s  y  l o s  é s t e r e s  de 
c o l e s t e r o l  y  una f a s e  a c u o s a  q u e c o n t i e n e  f o s f o l f p i d o s ,  c o l e £  
t e r o i  l i b r e  y a lg u n a s  p r o t e i n a s .  E s t a  d i s t r i b u c i ô n  de l o s  d i£  
t i n t o s  c o m p o n e n te s  s e  h a  a p i i c a d o  a VLDL y a q u ilo m icro n es  
con  e l  nom bre d e  " m o d elo  d e  c n r a z ô n  lip fd ico " (S C H N E ID E R y  ool 
1 9 7 3 ) .  L os é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  e s t â n  p r o b a b le m e n te  d i s t r i -
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b u id o s  a l  a z a r  e n t r e  l o s  t r i g l i c é r i d o s ,  s e g ü n  p u ed e  d e d u -  
c i r s e  d e  l o s  d a t o s  a p o r t a d o s  p o r  l a  a p l i c a c i ô n  d e  l a  r e s o n a n  
c i a  m a g n é t ic a  n u c le a r  s o b r e  VLDL (HAMILTON y  c o l ,  1 9 7 6 ) ,q u e  
no i n d ic a n  l a  p r e s e n c i a  d e  un e s p a c i o  l i p f d i c o  r i c o  en  é s t e ­
r e s  de c o l e s t e r o l ,  como s u c e d e  e n  LDL.
LDL, co n  t i n c i ô n  n e g a t i v e ,  da  im a g e n e s  que han s i d o  
d e s c r i  t a s  como una s u p e r f i c i e  g r a n u l a r ,  s i n  e s t r u c t u r a  b i e n  
d e f i n i d a  (GOTTO y  c o l ,  1 9 6 8 ) ;  o  como c o m p u e s ta s  p o r  una s u b -  
e s t r u c t u r a  t r e n z a d a ,  form an d o  una s u p e r f i c i e  r e t i c u l a r  (FORTE 
y NICHOLS , 19 7 2 ) ;  o  i n c l u s e  fo rm a d a  o o r  u n a s  20 su b u n id a d e s  
g l o b u l a r e s  ( d e  8 .0 0 0  d a l t o n  c a d a  una ) (POLLARD y c o l , 1 9 6 9 ) ,  
de u n o s 50 A d e  d iâ m e t r o ,  d i s o u e s t a s  en  un d o d e c a e d r o  co n  s i -  
m e t r f a  i c o s a é d r i c a  , R e c i e n t e m e n t e , L u z z a t i  y  c o l ( 1 9 7 9 )  han  
p r o p u e s t o  un m o d e lo  p a r a  LDLg, e n ,b a s e  a l a s  m i c r o g r a f f a s  
e l e c t r ô n i c a s , q u e  c o n s i s t e  e n  una e s f e r a  l i p f d i c a  d e  u n o s 205 
A d e  d ié m e t r o ,  r o d e a d o  d e  4 s u b u n id a d e s  p r o t é i c a s  g l o b u la r e s  
d i s p u e s t a s  s e g û n  un t e t r a e d r o ;  e l  d iâ m e t r o  d e  ca d a  p r o t e in a  
g l o b u l a r  e s  d e  95  A a p r o x im a d a m e n te  y l a  d i s t a n c i a  e n t r e  e l l a s  
e s  de a l r e d e d o r  d e  230 A.
2 . 2 . - E s t r u c t u r a  de HDL,
En b a s e  a e s t u d i o s  q u fm ic o s  , e n z im S t ic o s  y f f s l c o s ,  
y  a l a s  p a r t f c u l a s  o b t e n id a s  e n  l o s  e x p e r im e n t o s  de e n sa m b la  
j e ,  h a n  s i d o  d e s c r i t o s  v a r i o s  m o d e lo s  e s t r u c t u r a l e s  p a r a  HDL 
c u y o  m o d e lo  g e n e r a l  i m p i ic a  l a  p r e s e n c i a  de l a  m a y o r fa  de l o s  
f o s f o l f p i d o s  y  d e  l a s  p r o t e i n a s  e n  l a  c a p a  e x t e r n a  de l a  p a r ­
t i c u l e ,  o r i e n t a d a s  h a c i a  l a  i n t e r f a s e  I f p i d o - a g u a ,  y  e n  e l  
q u e  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l ,  adem âs d e  s e r  c o n s t i t u y e n t e s
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m a y o r i t a r io s ,  so n  e s e n c i a l e s  p a r a  l a  fo r m a c iô n  de p a r t i c u ­
l e s  d e  a p a r i e n c i a  n o r m a l( FORTE y  c o l  , 1 9 7 1 ) .  E n tr e  l o s  
m o d è le s  p r o p u e s t o s  s e  e n c u e n tr a n  l o s  s i g u i e n t e s :
1 . -  M odelo  de Assm ann y B rew er  (1974a,b) .S e g û n  e s t e  m o d e lo  l a  
p a r t f c u l a  t i e n e  form a e s f é r i c a , con  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e ­
r o l  Ÿ t r i g l i c é r i d o s  form ando e l  n u c ie o  i n t e m o .  L os f o s f o -  
l i p i d o s  s e  d is p o n e n  en  l a  i n t e r f a s e  l l p i d o - a g u a ,  i n t e r a c c i o  
n an do h id r o f é b ic a m e n t e  s u s  c a d e n a s  d e  â c id o s  g r a s o s  con  l a  
p o r c ié n  de h é l i c e  a n f i p â t i c a  d e  apo  A -I I  c e  r  can  a a l  aiihoâci& ) 
C - t e r m i n a l , m ie n t r a s  e l  r e s t o  N - t e r m in a l  s e  p r o y e c t a  h a c i a  
e l  a n t i e n t e  a c u o s o  ( n o  h a y  i n t e r a c c i o n e s  i ô n i c a s  e n t r e  ami 
n o â c id o s  c a r g a d o s  y  l a s  c a b e z a s  p o l a r e s  de l o s  f o s f o l f p i d o s ) . 
Apo A -I  s e  a s o c i a  a l a  p a r t f c u l a  m é d ia n te  I n t e r a c c i o n e s  
p r o t e i n a - p r o t e i n a  co n  apo  A - I I  . A l d i s p o n e r s e  l a s  p r o t e in a s  
p a r a le la m e n t e  a l a s  c a d e n a s  d e  â c id o s  g r a s o s  d e  l o s  f o s f o  -  
I f p id o s  , a g u e 1 1 a s  s e  han r e p r e s e n t a d o  como un " ic e b e r g "  f l o  
ta n d o  en  un "mar d e  I f p i d o s " ,  s i m i l a r  a l  m o d e lo  d e l  m o s a ic o  
f l u i d o  g u e  p a r a  l a  e s t r u c t u r a  de l a  membrana f u é  p r o p u e s t o  
p o r  S in g e r  y  N ic h o ls o n  ( 1 9 7 2 ) .
2 . -  M od elo  de S t o f f e l  y  c o l  ( 1 9 7 4 ) .  E s t e  m o d e lo  t a n t i e n  é x -  
c lu y e  l a s  i n t e r a c c i o n e s  i ô n i c a s  e n t r e  f o s f o l f p i d o s  y p r o t e in a s  
y  a s ig n a  i n t e r a c c i o n e s  h i d r o f é b i c a s  e s p e c f f i c a s  e n t r e  l a s  c a  
d e n a s  de â c id o  g r a s o  d e  l a  l e c i t i n a  co n  apo A -I  y  l a s  c o r r e s -  
p o n d ie n t e s  a l a  e s f i n g o m i e l i n a  co n  apo A - I I  . La s u p e r f i c i e  
de l a  p a r t i c u l e  e s t â  c u b i e r t a , e n  un 50%, p o r  l o s  f o s f o l f p i d o s  
y  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e ,  d i s p u e s t o s  e n  m onocapa , y  e l  o t r o  50% 
p o r  p r o t e in a ;  e l  i n t e r i o r  l o  o cu p a n  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l
17.
co n  a lg u n a s  de l a s  c a d e n a s  de â c id o s  g r a s o s  o r i e n t a d a s  
h a c ia  l a  s u p e r f i c i e  d e  l a  p a r t f c u l a  p a r a  f a c i l i t a r  l a s  i n t e r  
a c c i o n e s  h i d r o f ô b i c a s  con  l o s  f o s f o l f p i d o s  y l a s  p r o t e i n a s .
3 . -  M odelo  de J a c k so n  y c o l  (1 9 7 5 )  y  S e g r e s t  y  c o l  ( 1 9 7 4 ) . En 
e s t e  m o d e lo  l a  p r o t e in a  s e  e x t i e n d e  s o b r e  l a  m âyor p a r t e  de  
l a  s u p e r f i c i e  d e  l a  p a r t f c u l a ;  l a  a d a p t a c iô n  a l a  c u r v a tu r a  
d e  l a  l i p o p r o t e i n a  e s  p o s i b l e  p a r a  apo A -I  p o r  l o s  r e s t o s  de 
P ro  q u e e s t â n  r e g u la r m e n te  e s p a c ia d o s  a l o  l a r g o  d e  l a  se c u e n  
d a ,  separando s e g m e n te s  d e  h é l i c e  a n f i p â t i c a ,  y  que p r o d u ce n  
c a m b io s  b r u s c o s  en  l a  d i r e c c i ô n  de l a  c a d e n a  p o l i p e p t f d i c a  . 
L as c a d e n a s  de â c id o s  g r a s o s  d e  l o s  f o s f o l f p i d o s  s e  o r ie n t a n  
p e r p e n d ic u la r m e n t e  a l a  h é l i c e  p r o t e i c a ,  con  l o  que so n  p o s i -  
b l e s  i n t e r a c c i o n e s  d e  t i p o  a n f i p â t i c o  e n t r e  l o s  f o s f o l f p i d o s  
y  l a s  p r o t e in a s ;  e s  d e c i r ,  i n t e r a c c i o n e s  i ô n i c a s  e n t r e  l a  c a -  
xa  p o l a r  de l a  c a d e n a  p o l i p e p t f d i c a  y l a s  c a b e z a s  c a r g a d a s  de  
l o s  f o s f o l f p i d o s  e  i n t e r a c c i o n e s  h i d r o f é b i c a s  e n t r e  l a  c a r a  
a p o la r  de l a  p r o t e in a  ( p o s ib le m e n t e  ta m b ie n  con  l a s  c a d e n a s  
l a t é r a l e s  d e  L ys y  Arg) y  l a s  p o s i c i o n e s  C2  y  C4 d e  l a s  c a d e ­
n a s  d e  â c id o s  g r a s o s  de l o s  m ism os f o s f o l f p i d o s .
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3 • -  METABOLISMO DE LIPQPPOTEINAS
E x i s t e  e v i d e n c i a  de q u e  en  e l  hom bre y en  l a  r a t a  
l a s  l l p o p r o t e i n a s  s e  s i n t e t i z a n  en  e l  h ig a d o  e  i n t e s t i n e  y  
so n  s e c r e t a d a s  a l  p la sm a  como " p a r t i c u l a s  nacientes"(N IL SSO N - 
EHLE y  c o l , 1 9 8 0 ) .  E s t a s  p a r t i c u l a s  n a c i e n t e s  t i e n e n  una  
v id a  m ed ia  muy c o r t a  y a p en a s so n  o e t e c t a b l e s  en  p la sm a  de  
s u j e t o s  n o r m a le s .  P or  una c o m b in a c iô n  de r e a c c i o n e s  e n z im S -  
t i c a s  y  d e  fe n é m e n o s de t r a n s f e r e n c i a  n e ta  e  in t e r c a m b io  no  
e n z i m â t i c o s ,  l a s  p a r t i c u l a s  p r im a r ia s  so n  r a p id a m e n te  t r a n s -  
fo rm a d a s en  l l p o p r o t e i n a s  c i r c u l a n t e s  (VLDI. y  HDL) .L o s  p r o -  
c e s o s  e n z im â t i c o s  p u ed en  o c u r r i r  b i e n  d e n tr o  d e l  t o r r e n t e  
s a n g u in e c  (p r o d u c r iô n  de ë s t e r e s  de c o l e s t e r o l  p o r  LCAT) o  
b ie n  en  c o n t a c t e  co n  c é l u l a s  s u p e r f i c i a i e s  d e l  e n d o t e l i o  
c a o i l a r ( h i d r ô l i s i s  de t r i g l i c é r i d o s  p o r  LPL ) .  L os f e n ô -  
m enos de t r a n s f e r e n c i a  n e t a  e  in t e r c a m b io  o c u r r e n  d e n tr o  
d e  l a  s a n g r e  c i r c u l a n t e  y p u ed en  t e n e r  lu g a r  e n t r e  p a r ticu la s  
l i p o p r o t e i c a s  d e  l a  m ism a o d i f e r e n t e  e s p e c i e ;  en  c a s o  de  
q u e  s e a n  l a  m ism a, e s t a s  t r a n s f e r e n c i a s  so n  r e c î p r o c a s ,  t e n -  
d ie n d o  a p r e s e r v a r  l a  m asa de c o m p o n e n te s  s u p e r f i c i a l e s  y  
n u c l e a r e s ;  cu a n d o  l a  t r a n s f e r e n c i a  e s  r e c f p r o c a ,  e s  d e c i r ,  
in t e r c a m b io  s i m p l e ,  no h a y  ca m b io  e n  l a s  p r o p le d a d e s  f i s i c a s  
y a u f m ic a s  de l a s  l i p o o r o t e i n a s . P a ra  l o s  l l p i d o s  e s t e r i f i c a -  
d o s  , e n  l a s  t r a n s  f e r e n c i  a s  r e c îp r o c a s ,  pu ed en  e s t a r  en  v u e  1  t o s  
c o m n u e s to s  de d i f e r e n t e  a c id o  g r a s o ,  l l e g a n d o s e  a a l t e r a r  
l a s  p r o p le d a d e s  d e  l a  p a r t i c u l e  l i p o p r o t e i c a  (HAl'EL, 19 80) .
E l in t e r c a m b io  ta m b ie n  p u ed e  o c u r r i r  e n t r e  d i f e r e n t e s  compo­
n e n t e s  s u p e r f i c i a l e s  ( p r o t e i n a s  p o r  f o s f o l l p i d o s )  (IMAIZlMt y
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o o l , 1 9 7 8 ) o  n u c l e a r e s  ( t r i g l i c é r i d o s  p o r  é s t e r e s  de c o le s te r o l)  
(CHAJEK y  FIELDING , 19 7 8 ) .
E l m é ta b o l is m e  de l a s  l l p o p r o t e i n a s  p l a s m S t ic a s  s e  
ha e s t u d ia d o  en  t é r m in o s  de d o s  s i s t e m a s  s e p a r a d o s , p e r o  q u e  
i n t e r a c c i o n a n  e n t r e  s i t  e l  s i s t e m a  de t r a n s p o r t e  de t r i g l i c é ­
r id o s  y  e l  s i s t e m a  HDL. La f u n c iô n  p r i n c i p a l  d e l  s i s t e m a  de  
t r a n s p o r t e  de t r i g l i c é r i d o s  e s  p r o v e e r  a l o s  d i v e r s e s  t e j i d o s  
de â c id o s  g r a s o s  p a r a  su  a lm a c e n a m ie n to  u o x i d a c ié n ;  una f u n -  
c iô n  a u x i l i a r  de im p o r t a n c ia  de e s t e  s i s t e m a  e s  p r o p o r c io n a r  
c o l e s t e r o l  a l a s  c é l u l a s  p e r i f é r i c a s  p a r a  l a  s f n t e s i s  de mem­
b r a n e s  y de h orm on es e s t e r o i d e s .  La m is iô n  p r i n c i p a l  que a m p le  
e l  s i s t e m a  d e  HDL e s  p r e c i s am ente  e l  o p u e s t o  a l  a n t e r i o r ,  e s  
d e c i r ,  r e c o g e r  e l  e x c e s o  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  de l o s  t e j i d o s  
p é r i f é r i c o s  y  t r a n s p o r t e r l o  a l  h ig a d o  p a r a  s u  e x c r e c c i é n .  Quizâs 
e s t a  f u n c ié n  s e a  c a u s a  d e l  e f e c t o  a n t i a t e r o g é n i c o  de HDL.
3 . 1 . -  S in  t e s  i s  d e  O u i lo m ic r o n e s
La s î n t e s i s  d e  q u i lo m ic r o n e s  t i e n e  lu g a r  d u r a n te  l a  
a b s o r c iô n  de g r a s a s  de l a  d i e t a  y s e  l l e v a  a c a b o  p r i n c i p a l -  
m en te  p o r  l a s  c é l u l a s  d e  l a  m u co sa  y e y u n a l .  E l e n s a m b la j e  de  
l o s  I f p i d o s  y  l a s  p r o t e i n a s  t i e n e  lu g a r  en  e l  r e t f c u l o  e n d o -  
p l â s m i c o , t r a n s f i r i e n d o s e  a l  G o lg i  l a s  p a r t i c u l a s  l i p o p r o t e i c a s  
y a  fo r m a d a s . L a s l i p o p r o t e i n a s , c o n t e n i d a s  d e n t r o  de v e s f e u l a s  
l i s a s ,  s e  d i r i g e n  h a c i a  l a s  o o r c i o n e s  l a t e r a l  y  b a s a i  de l a  
m embrana c e l u l a r ,  d e s d e  d on d e  s e  d e s c a r g a n  a l  e x t e r i o r  p o r  un 
p r o c e s o  de p i n o c i t o s i s  i n v e r s a  o  e x o c i t o s i s  o  a t r a v é s  de can a les  
de membrana (REDGPA\Œ, 1 9 7 1 ) .  Una v e z  l ib e r a d %  desde la s  c é lu la s
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a los vaSOS quilîferos , los quilomicrones son recogidos en 
los canales linfâticos y entran en el sistema circulatorio 
via conducto torScico .
La u n iô n  d e l  c a r b o h id r a t o  a l a s  a p o p r o t e in a s  oomienza 
en  e l  r e t î c u l o  e n d o p lâ s m ic o  l i s o ,  p e r o  mayo r i t a r ia m e n t e  suœde  
d e n t r o  d e l  a p a r a to  de G o lg i ,  don de l a s  l i p o p r o t e i n a s  so n  un 
b u en  s u s t r a t o  p a r a  l a s  n u c l e o t id o  g l i c o p r o t e i n a  g l i c o s i l  t r a n £  
f e r a s a s  (DELAHUNTY y  MOOKERJEA, 1974 ) .
La s f n t e s i s  norm al d e  a p o p r o t e in a s  e s  e s e n c i a l  para  
la  s f n t e s i s  y  s e c r e c c i ô n  de l i p o p r o t e i n a s ,  como s e  d e m u e str a  
p o r  la  a d m in is t r a c iô n  de i n h i b i d o r e s  de l a  s f n t e s i s  p r o t é i c a  
( p u r o m ic in a )  q u e c a u sa n  una i n h i b i c i ô n  c o m p lé ta  de l a  form a- 
c id n  de l i p o p r o t e i n a s  en  e l  h fg a d o  y  e n  e l  i n t e s t i n e  (acum u- 
la n d o s e  g r a n d e s  g o t a s  d e  I f p i d o s  en  l a s  c é l u l a s  ) ,  una v e z  
a g o ta d a  l a  c a n t id a d  de a p o p r o t e in a  p r e fo rm a d a  (EISENBERG y  LEVY 
1 9 7 5 ) .  E l p a p e l  e s p e c f f i c o  de apo B en  l a  fo r m a c iô n  de l a s  
l i p o p r o t e i n a s  p u ed e  c o m p r en d e rse  de l a  o b s e r v a c iô n  de q u e  en 
l a  en fe rm e d a d  h e r e d i t a r i a  d en om in ad a  e û j e ta l ip o p r o t e in e m ia  
e s t â n  a u s e n t e s  d e l  p la sm a  l o s  q u i lo m ic r o n e s  ( ta m b ie n  VLEL yLCL) 
a p e s a r  de q u e  e s t o s  p a c i e n t e s  p o s e e n  c a n t id a d e s  n o r m a le s  de 
apo A y apo C . L os q u i lo m ic r o n e s  no  p a r e c e n  in c o r p o r a r  apo C 
h a s t a  d e s p u é s  de h a b e r  e n t r a d o  en  l a  c i r c u l a c i ô n .
3 . 2 . -  S i n t e s i s  d e  \^DL
VLDL e s  s i n t e t i z a d a  y s e c r e t a d a  t a n t o  p o r  e l  h fg a d o  
como p o r  l a s  c é l u l a s  de l a  m ucosa  i n t e s t i n a l  en  to d o  momento
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u t l l i z a n d o  l o s  t r i g l i c é r i d o s  q u e s e  s i n t e t i z a n  "de novo"  en  
l a s  prép ias c é l u l a s .  E l p r o c e s o  d e  e n s a m b la je  de VLDL e s  s i ­
m i la r  a l  d e s c r i t o  p a r a  l o s  q u i lo m ic r o n e s ;  en  l a  l i b e r a c i é n ,  
p a r e c e  q u e  l o s  m ic r o t û b u lo s  (e n  c é l u l a s  h e p â t i c a s )  so n  de  
g r a n  im p o r t a n c ia ,  como l o  d e m u e s tr a  e l  h e c h o  d e  que l a  adm i 
n i s t r a c i ô n  de c o l c h i c i n a  a r a t a s  d is m in u y e  e n  un 80% l a  ca n  
t i d a d  de VLDL en  s u e r o ,  a l  m ism o t ie m p o  o u e  s e  o b s e r v a  una  
a c u m u la c ié n  d e  e s t a  l i p o p r o t e i n a  e n  l a s  v e s î c u l a s  s e c r e t o r a s  
d e r iv a d a s  d e l  a p a r a t o  d e  G o lg i  (STEIN y  STE IN, 1 9 7 3 ) .
VLDL h a  p o d id o  s e r  a i s l a d a  d e  l o s  e l u y e n t e s  d e  p e r  
f u s iô n  d e  h fg a d o  e  i n t e s t i n o  (HAMILTON, 19 7 2 ) ; c c n t e n ie n d o  c ie r  
t a  c a n t id a d  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  d e  o r iq e n  h e p é t i c o ,  t a n -  
t o  en  l a  r a t a  (GIDEZ y c o l . ,  1 9 6 5 ) com o en  e l  hôm bre (BARTER, 
1 9 7 4 a ,  1 9 7 4 b ) . En h fg a d o  de r a t a  p e r f u n d id o ,  l a  c a n t id a d  de  
VLDL s e c r e t a d a  e s t é  en  p r o p o r c iô n  d i r e c t a  co n  l a  c o n c e n t r a c iô n  
de â c id o s  g r a s o s  l i b r e s  e n  l a  p e r f u s i ô n  (ALCINDOR y  c o l . 1 9 7 0 );  
e n  l a s  l i p o p r o t e i n a s  i n t e s t i n a l e s  y  h e p â t i c a s  ta m b ié n  i n f l u y e  
e l  g r a d o  d e  s a t u r a c i ô n  d e  t a i e s  â c id o s  g r a s o s .  L as d i e t a s  r i ­
c a s  en c a r b o h id r a t o s  o r ig i n a n  una VLDL de m ayor tam ano y  mâs 
r i c a  en  t r i g l i c é r i d o s  (RüDEPMAN y  c o l . ,  1 9 7 1 ) ;  s i n  e m b a r g o , 
co n  d i e t a s  r i c a s  en  c o l e s t e r o l  s e  p r o d u c e  un t i p o  d e  l i p o p r o  
t e i n a s  a n o rm a l (B-\T,DL) d e  s i m i l a r  d e n s id a d  a iq^DL, r i c a s  en  
c o l e s t e r o l  y  p o b r e s  en  t r i g l i c é r i d o s .
T a n to  en  l a  VLDL de o r ig e n  h e p â t i c o  como en  l a  d e  
o r ig e n  i n t e s t i n a l  l a s  a p o p r o t e in a s  C ju e g a n  un o a p e l  m enor en 
s u  s f n t e s i s  y  s e c r e c i ô n  ( a l  i g u a l  q u e  e n  q u i lo m ic r o n e s )  y  son  
de p o c a  im p o r t a n c ia  oarcT s u  i n t e g r i d a d  e s t r u c t u r a l  (EISENBERG
22.
y  LEVY, 1 9 75) , d em o st r a n d o s e  l a  im p o r t a n c ia  de l a  apoB en l a  
fo r m a c iô n  de VLDL, p u e s  su  p r o d u c c iô n  e s  im p e d id a  con  l a  a d ­
m in i s  t r a c i ô n  d e  â c id o  o r ô t i c o ,  c o n s ig u ie n d o s e  una s i t u a c i ô n  
s i m i l a r  a l a  c ib e t a l ip o p r o t e in e m ia .
L os e s t r ô g e n o s  e l e v e n  l o s  n i v e l e s  de VLDL en  p la sm a  
dan do lu g a r  a h i p e r t r i g l i c e r i d e r a i a  en  a y u n a s . E s t a  h i p e r t r i -  
g l i c e r i d e m i a  p u ed e  d e b e r s e  a un aum ento  en  l a  s î n t e s i s  de 1 1 -  
p ld o s  y p r o t e in a s  d e  VLDL, a un d e s c e n s o  en  su  c a t a b o l i s m o  o  
b ie n  a una c o m b in a c iô n  d e  am bos. K is s e b a h  y c o l .  (197  3) s u g i e  
r en  q u e l o s  e s t r ô g e n o s  aum entan  l a  s î n t e s i s  de t r i g l i c é r i d o s  
(au m en tan d o  l a  c a n t id a d  d e  â c id o s  g r a s o s  l i b r e s  q u e  so n  c o n v e r  
t i b l e s  en  t r i g l i c é r i d o s ) , m ie n tr a s  q u e l a  p r o g c s t e r o n a  no  p a ­
r e c e  t e n e r  e f e c t o  a lg u n o  s o b r e  e s t e  h e c h o .  S e  ha p r o p u e s t o  tam 
b ie n  (JACKSON y  c o l . , 1 9 7 8 ) q u e  e s t a  h i p e r t r i g l i c e r i d e m i a  p u e -  
da d e b e r s e  a l  aum ento  de l o s  n i v e l e s  de i n s u l i n a  c a u sa d o  p o r  
l o s  e s t r ô g e n o s  d e  form a d i r e c t a  c  b ie n  a un aum ento  de l o s  n i ­
v e l e s  de horm ona d e  c r e c im ie n to .*
T a n to  en  e l  hom bre (APPLEBAÜM y c o l . ,1 9 7 7 )  como en  
l a  r a t a  (HAMOSH y HAMOSH, 1 9 75) l o s  e s t r ô g e n o s  p r o d u ce n  una d i s  
m in u c iô n  d e  l a  a c t i v i d a d  l i p o l î t i c a  p la s m â t i c a  l ib e r a d a  p o r  l a  
a d m in is t r a c iô n  de h e p a r in a  (PHLA), d ism in u y e n d o  e s p e c f f i c a m e n t e  
l a  a c t iv i d a d  d e  l a  t r i g l i c é r i d o  l i p a s a  h e p â t i c a ;  l a  p r o g e s t e r o -  
n a ,  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  p r o d u c e  un aum ento s i g n i f i c a t i v o  d e  l a  
PHLA.
En e l  h fg a d o  d e  p o l i o  (JACKSON y c o l . , 1 9 78) l a  admi 
n i s t r a c i ô n  d e  e s t r ô g e n o s  e l e v a  l o s  n i v e l e s  de VLDL y  v i t e l o -
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g e n l n a ,  s i n  a l t e r a r  l o s  de HDL y a lb û m in a  . E l aum ento  de VLDL 
v a  p r e c e d id o  de un au m en to  d e  s u  p r o t e in a  m a y o r i t a r ia ,  d en o m in a d a  
ap o  V L D L -II . La i n h i b i c i ô n  de l a  s i n t e s i s  de RNA p o r  a c t in o m ic in a  
D, c a u s a  una d i s m in u c iô n  de l a  s i n t e s i s  de VLDL aûn e n  p r e s e n c ia  
de e s t r ô g e n o s , l o  c u a l  s u g i e r e  g u e  e s t o s  e j e r c e n  su  a c c iô n  r e g u -  
1 a d o r a  a n i v e l  d e  t r a n s c r i p c i ô n  a u m en tan d o  l o s  n i v e l e s  de m-RNA 
p a r a  ap o  \nJD L -II ( CHAN y  c o l ,  1 9 7 6 ) . L o s e s t r ô g e n o s  p a r e c e n  
u n i r s e  a un r e c e p t o r  e s p e c i f i c o  en  e l  n û c l e o  h e p â t i c o  d e l  p o l i o ,  
c u y o  nûm ero au m en ta  t r a s  l a  i n y e c c i ô n  de h o rm o n a , e s t im u la n d o  l a s  
a c t i v i d a d e s  d e  l a s  R N A -p o lim e r a sa s  I  y I I  ( m e d id a s  e n  e l  n û c le o  
a i s l a d o )  e  in c r e m e n ta n d o  e l  nûm ero de s i t i o s  d e  i n i c i a c i ô n  d e  l a  
s i n t e s i s  d e  RNA { m e d id o  e n  c r o m a t in a  a i s l a d a )  .
3 . 3 . -  S i n t e s i s  de HDL y E s t e r i f i c a c i ô n  d e l  Col e s t e r o l
P la s m â t i c o .
3 . 3 . 1 . - F o rm a c iô n  de HDL n a c i e n t e
HDL s e  s i n t e t i z a  t a n t o  en  e l  h ig a d o  (MARSH, 19 74 ; NOEL 
y RUBINSTEIN, 1 9 7 4 ) com o en  e l  i n t e s t i n o  (WINDMUELLER y  SPAETH, 
1 9 7 2 ) .  M ie n t r a s  q u e  e n  l a s  d e  o r ig e n  h e p â t i c o  c o n t i e n e n  t a n t o  
ap o  A como apo  C , l a s  HDL i n t e s t i n a l e s  s ô l o  c o n t i e n e n  a p o  A. HDL 
n a c i e n t e , a i s l a d a  d e  h e p a t o c i t o s  de r a t a ,a p a r a t o  de G o la i  e  h ig a d o  
cfe r a t a  p e r f u n d id o  (HAMILTON, 1 9 7 2 ) , a l  m ic r o s c o p io  e l e c t r ô n i c o
a p a r e c e n  como una s e r i e  de b i c a n a s  d e  l i p i d o s ,  d e  u n o s 45 A de  
e s p e s o r  y 1 0 0 -2 0 0  A d e  d iâ m e t r o ;  adem âs de en p r o t e i n a s  so n  r i c o s  
en  f o s f o l i p i d o s  y c o l e s t e r o l  l i b r e  p e r o  d é f i c i e n t e s  en  c o l e s t e r o l  
e s t e r i f i c a d o .
E s t a s  p a r t i c u l a s  s o n  s i m i l a r e s  a l a s  q u e  p r e s e n t a n  l o s
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p a c i e n t e s  con  d e f i c i e n c i a  LCAT y  a l a  l i p o p r o t e i n a  que a p a r e c e  
en  l o s  c a s o s  de o b s t r u c c iô n  b i l i a r  ( Lp-X) .
L os f a c t o r e s  o u e  i n f l u y e n  en  l a  s i n t e s i s  d e  HDL n o  s e  
co n o c e n  . En e l  hom bre , e l  n i v e l  de HDL en  p la sm a  y a r ia  c o n s i d e -  
rsd )lem en te  e n t r e  l o s  i n d iv i d u o s  y e s  a l t e r a d o  por a lg u n a s  c o n d i-  
c io n e s  f i s i o l ô g i c a s  o  n a t o l ô g i c a s  . L os n i v e l e s  de HDL e n  m u je re s  
m e s t r u a n t e s  so n  m a y o res  o u e  e n  hom bres d e  la  m ism a e d a d . Dism lnuyen  
con  d i e t a s  r i c a s  en  c a r b o h id r a t o s  y  so n  b a j o s  e n  p a c i e n t e s  con 
h i p e r t r i q l i c e r i n e m i a  t i p o s  I y  V . S i  a lg u n o s  de e s t o s  cêunblos s e  
d eb en  a a l t e r a c i o n e s  en  l a  s i n t e s i s  o  d e g r a d a c iô n  de HDL, e s  d e s -  
c o n o c id o  ( EISENBERG y  LEVY , 1 9 7 5 ) .
La im p o r ta n c ia  de l a  s i n t e s i s  de a p o p r ù t e in a s  p a r a  la  
o r o d u c c iô n  de un a  HDL n o rm a l s e  com prueba en  l a  en ferm ed a d  de  
T a n g ie r ,  en  l a  q u e  a c a u s a  de una d e f i c i e n c i a  e n  apo A -I  ( o  a 
un d e f e e t o  en  s u s  p r o p le d a d e s  d e  l i g a r  l i p i d o s  ) l o s  n i v e l e s  de 
HDL ( a s i  como de LDL) so n  muy b a j o s  , p r o d u c ie n d o s e  una a cu m a la -  
c iô n  de é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  e n  l o s  t e j i d o s  , E s t a s  o b serv a cü n es  
d in â m ic a s  s u g ie r e n  o u e  HDL p u ed e  o c u p a r  un p a p e l  im p o r ta n te  en 
e l  t r a n s p o r t e  de c o l e s t e r o l  d e s d e  l o s  t e j i d o s  p é r i f é r i c o s  .
La HDL d i s c o i d a l , a i s l a d a  d e  h ig a d o  p e r f u n d id o  de r a ta  
e n  p r e s e n c ia  de DTNB( â c id o  5 , 5 ' -  d i t i o b i s  n i t r o b e n z o ic o )  c o n t ie n e  
apo El en  una p r o p o r c iô n  d i e z  v e c e s  s u p e r i o r  a apo A - I ( m ie n tr a s  
q u e  en  l a  HDL c i r c u l a n t e  p o r  e l  p la sm a  -  p s e u d o m ic e  1 a r - , l a  relaciôn  
e s  de 1 : 7  1 . La HDL i n t e s t i n a l ,  s i n  em b a rg o , t i e n e  m ayor c o n te ­
n id o  en  apo  A -I  q u e  en  apo E (HAMILTON, 1 9 7 8 ) .  E s t a  HDL d i s c o i d a l  
p a r a c e  s e r  un p r e c u r s o r  d e  HDL y e s  e l  s u s t r a t o  p r e f e r id o  de  
LCAT . S eg û n  H a m ilto n  (.19 78) , l o s  m éca n ism es d e  p o s i b l e  produczién
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de HDL d i s c o i d a l  s o n :  I f -  e l  h ia a d o  s i n t e t i z a  d i s c o s  i n t r a c e -  
lu la r m e n t e  y l o s  s e g r e g a  como t a i e s  a l  p la sm a ; 2 ? -  e l  h fg a d o  
s e g r e g a  a p o  E , l i b r e  d e  I f p i d o s ,  o u e  s e  a s o c ia n  en  e l  e s p a c i o  de  
D i s s e ,  a u to e n s a m b la n d o s e  l o s  d i s c o s ,  e x t r a c e l u l a r r o e n t e , con  
l o s  I f p i d o s  p r o c é d a n t e s  d e  m em branes de c é l u l a s  e n d o t e l i a l e s  o  
de e r i t r o c i t o s  ( im p r o b a b le  p o r q u e  a p a r e c e  d i s c o s  c u a n d o  s e  ha  
p e r f u n d id o  h fg a d o  en  a u s e n c ia  de e r i t r o c i t o s  y adem âs p o r q u e  VITL 
s a ie  d e l h fg a d o  c o n  b a s t a n t e  apo E) y  3 ? -  apo E y I f p i d o s  s u p e r ­
f i c i a l e s  p u ed en  s e p a r a r s e  e s p o n tâ n e a m e n te  d e  VLDL y l i b e r a r s e  
d e l  h e p a t o c i t o .
3 . 3 . 2 . -  E l  s i s t e m a  de l a  L e c i t i n a  C o l e s t e r o l  A c i l _____
T r a n s f e r a s a  (LCAT ) .
En HDL t i e n e  l u g a r  l a  fo r m a c iô n  de c o l e s t e r o l  e s t e r i -  
f i c a d o  como c o n s e c u e n c ia  de l a  r e a c c i ô n  c a t a l i z a d a  p o r  LCAT 
(GLOMSET y  NORUM, 1 9 7 3 ) . E s t e  e n z im a  s i n t e t i z a d o  e n  e l  h fg a d o  
(pSUGA y PORTMAN, 1 9 7 1 ) ,  t i e n e  un p e s o  m o l e c u l a r ,  d e te r m in a d o  
p o r  e g u i l i b r i o  d e  s e d im e n t a c iô n  de 5 9 0 0 0  d a l t o n s  ( CHUNG y  c o l ,  
19 7 9  ) o  de 6 5 - 7 0 0 0 0 ,  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l  -  
am ida co n  SDS ( q u i z â s  d e b id o  a s u  a l t o  c o n t e n id o  e n  h i d r a t o s  
d e  c a r b o n o  : 24% e n  p e s o  ) (A<RON y  c o l  ,1 9 7 8 )  . La LCAT c i r c u l a  
en p la sm a  u n id o  a HDL y c a t a l i z a  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e  un â c id o  
g r a s o  d e l  C '- 2  de l a  f o s f a t i d i l c o l i n a  a l  c o l e s t e r o l  co n  l a  f o r ­
m a c iô n  de un e s t e r  d e  c o l e s t e r o l , que p a s a  a fo rm a r  p a r t e  d e l  
c o r a z ô n  l i p f d i c o  d e  l a  p a r t f c u l a  l i p o p r o t e i c a ,  y  de l i s o l e c i t i n a  
q u e  e s  c a p ta d a  p o r  l a  a lb û m in a  . M e d ia n te  e s t a  r e a c c i ô n  l a  HDL 
d i s c o i d a l  n a c i e n t e  s e  v a  c o n v i r t i e n d o  e n  una HDL p s e u d o m ic e l a r  
en  l a  g u e  l o s  I f p i d o s  h id r ô f o b o s  e s t â n  c u b i e r t o s  p o r  una p e lf c u la
26.
m o n o m o le cu la r  s u p e r f i c i a l  d e  l i p i d o s  p o l a r e s  y  a p o p r o t e in a s .
La v e lo c i d a d  d e  e s t e r i f i c a c i ô n  p o d r la  s e r  r S p id a  i n i c i à l m e n t e  
d e b id o  a c u e  HDL n a c i e n t e  c o n t i e n e  p r o p o r c io n e s  ô p t lm a s ( 3 - 4 : 1 )  
de f o s f o l l p i d o s  y c o l e s t e r o l  J ib r e (  FIELDING y  c o l ,  1 9 7 2 ) ,  
m ie n t r a s  q u e  l a  HDL d i s c o i d a l  de s u j e t o s  LCAT d é f i c i e n t e s (NORUM 
y  c o l ,  1 975) y  d e  c o b a y a s  a l ir o e n ta d a s  con c o le s te r o l(S A R D E T  y  
c o l ,  1 9 7 2 ) s e r la n  p o b r e s  s u s t r a t o s  a c a u sa  de que c o n t i e n e n  un a  
r e l a c i ô n  e o u im o le c u la r  ( o  mSs ) de c o l e s t e r o l  l i b r e  a f o s f o -  
3 I p i d o s , q u e  in h ib e  l a  a c t i v i d a d  LCAT"in v i t r o " .  "In v iv o "  l a  
t r a n s f e r e n c i a  d e  l i p i d o s  s u p e r f i c i a l e s  d e sd e  l a s  m em branas c e l u -  
l a r e s  y  d e s d e  l a s  l i p o p r o t e i n a s  r i c a s  en  t r i g l i c é r i d o s ,  p a r c i a l -  
m en te  c a t a b o l i z a d a s , p o d r la n  a p o r t a r  mSs l i p i d o s  s u s t r a t o  a HDL 
p a r a  l a  c o n t in u a c iô n  d e  l a  r e a c c i ô n .
E l g r a d o  de i n s a t u r a c i ô n  de l a  f o s f a t i d i l c o l i n a  d é t e r ­
m ina que e l  f o s f o l i p i d o  s e a  m e jo r  o  p e o r  s u s t r a t o  p a r a  l a  LCAT 
(SGOUTAS, 1 9 7 2 ) ,  cu y a  a c t i v i d a d  aum enta  con  l a  p r e s e n c ia  de apo  
A - I ( c o n  un m âxim o p a r a  f o s f a t i d i l c o l i n a  d e  h u e v o ) (FIELDING y  c o l ,
1 9 7 2 ) . D e p e n d ie n d o  d e l  f o s f o l i p i d o  s u s t r a t o  apo C -I  ta m b ie n  e s  
un a c t iv a d o r  de l a  r e a c c iô n  (p r e s e n ta n d o  un mâximo p a r a  d i m l r i s -  
t o i l  f o s f a t i d i l  c o l i n a  ) (SOUTAR y  c o l ,  1975) . Apo A - I I  I n h ib e  
l a  a c t i v i d a d  LCAT aûn en  p r e s e n c ia  de apo A -I  (FIELDING y  c o l  , 
197 2  ; SOUTAR y  c o l ,  1 975) ; l o  m ism o s u c e d e  cu an d o  s e  a h ad e HEL2 
(MARCEL y VEZINA ,1 9 7 3 )  , no  t e n ie n d o  e f e c t o  a lg u n a  HDL o  HDL3  y 
s i e n d o  A s t im u ]a d a  p o r  o u i lo m ic r o n e s  y  VLDL. E l e s t a d o  f i s i c o  de  
l o s  f o s f o l i p i d o s  tgunbien i n f l u y e  e n  l a  r e a c c iô n  d e  LCAT, s i e n d o  
mâxlm a l a  a c t i v i d a d  e n z im â t i c a  a l a  te m p e r a tu r a  de t r a n s i c i ô n  de  
l a s  c a d e n a s  de S c id o  g r a s o  de l a  f  o s  f  a t  i d i l  c o l  in  a ( SOUTAR y  ool;1973)
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La p r i n c i p a l  f u n c iô n  d e l  s i s t e m a  HDL-LCAT p r o b a b le ­
m en te  s e a  r e c o g e r  e l  e x c e s o  de c o l e s t e r o l  l i b r e  d e  l a s  mem­
b r a n a s  c e l u l a r e s  d e  l o s  t e j i d o s  o e r i f é r i c o s  y de l a  s u p e r f i c i e  
d e  l a s  l i p o p r o t e i n a s  r i c a s  en  t r i g l i c é r i d o s  (GLOMSET y NORUM,
1 9 7 3 ) y  t r a n s p o r t a r l o  a l  h fg a d o  p a r a  su  e x c r e c c i ô n . E s t e  s i s t e ­
ma de t r a n s p o r t e  c o n l l e v a  : 1 ? -  e l  r e c a m b io  d e l  c o l e s t e r o l  de  
l o s  t e j i d o s  p o r  p é r d id a  d e  l o s  e n z im a s  q u e  l o  c a t a b o l i z a n  y 
2 S- l a  e s c a s a  f a b r i c a c i ô n  de c o l e s t e r o l  p o r  p a r t e  de l o s  t e j i d o s  
p e r i f é r i c o s  , p o r  l o  q u e  l o  o b t i e n e n  d e l  c a t a b o l is m o  de l o s  é s ­
t e r e s  de c o l e s t e r o l  p r o c e d e n t e s  de LDL .
Ha s i d o  d em o st r a d o  p o r  J a c k s o n  y  c o l  (1 9 7 5 )  q u e  l o s  
f o s f o l i p i d o s  y  e s p e c ia l m e n t e  f o s f o l i p i d o s  mSs apo HDL so n  e f e c -  
t i v o s  en  e l i m i n a r  e l  c o l e s t e r o l  de l a s  m em branas c e l u l a r e s .
Apo A -I  s o l u b i l i z a  l o s  f o s f o l f p i d o s  y  a p o  E i n t e i a c c i o n a  con  
r e c e p t o r e s  c e l u l a r e s  s e m e j a n t e s  a l  de LDL de l o s  t e j i d o s  p e r i ­
f é r i c o s ,  l o  c u a l  I m p l i c a  q u e  e s t a  p r o t e in a  p u ed e  t e n e r  un p a p e l  
fu n d a m e n ta l  en  e l  t r a n s p o r t e  d e l  c o l e s t e r o l  d e s d e  l o s  t e j i d o s  
p e r i f é r i c o s  h a s t a  e l  h fg a d o  ( l o  que r e p r e s e n t a r f a  e l  p r o c e s o  
i n v e r s o  a l  d e  ap o  B ) .
De e s t e  m odo , HDL n a c i e n t e  d i s c o i d a l , i n i c i à l m e n t e  
D uede e s t a r  c o m p u e s ta  d e  f o s f o l f p i d o s  y  apo B y p u ed e  s e r  r e -  
c o n o c id a  p o r  l a s  m em branas p l a s m â t i c a s  d e  l a s  c é l u l a s  p e r i f é r i c a s  
q u e  l i b e r a n  c o l e s t e r o l  l i b r e  c o l e s t e r o l  l i b r e  a l o s  d i s c o s .  En 
e l  c o n d u c to  t o r é c i c o  y  e n  l a  s a n g r e ,  l o s  d i s c o s  p u ed en  toraar apo  
A -I  s i n t e t i z a d a  en  e l  i n t e s t i n o .  LCAT s e  u n e  a l a  p a r t f c u l a  d i s ­
c o i d a l  cu a n d o  e s t a  a l c a n z a  e l  t o r r e n t e  s a n g u f n e o ,  y  s e  p r o d u c e n  
é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  o u e  p a sa n  a o c u p a r  un c o r a z ô n  h id r ô f o b o
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e n  l a  p a r t f c u l a .  La r e a c c iô n  d e  e s t e r i f i c a c i ô n  e s  e s t im u la d a  
p o s t e  r i o  m e n  t e  p o r  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e  ifp id o s  s u s t r a t o  d e sd e  
l a  s u p e r f i c i e  de l a s  l i p o p r o t e i n a s  r i c a s  en  t r i g l i c é r i d o s .  HEL 
n o m a l  (y  HDLç, ) pu edan r e p r e s e n t a r  l o s  p r o d u c t o s  f i n a l e s  d e  
e s t e  p r o c e s o ,  l l e v a n d o  su  c a r g a m e n to  de é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  
a l  h fg a d o  p a r a  su  e x c r e c c i ô n .
3 . 4 . -  D e g r a d a c iô n  d e  l a s  l i p o p r o t e i n a s  r i c a s  en  t r i g l i ­
c é r id o s  p o r  l i p o p r o t e i n a  l i p a s a  y f o m a c i ô n  de LDL.
3 . 4 . 1 . - T r i g l i c é r i d o  l i p a s a s
S e  a p l i c a  a un g ru p o  -de e n z im a s  que c a t a l i z a n  l a  
h i d r ô l i s i s  de t r i g l i c é r i d o s  a d l g l i c é r i d o s  y â c id o s  g r a s o s  
l i b r e s ,  t a n t o  en  q u i lo m ic r o n e s  como en  VLDL. Aunque l o s  su je to s  
n o r m a le s  p r e s e n t a n  muy b a ia  a c t i v i d a d  en  e l  p la s m a , e s ta  puede 
d e t e c t a r s e  t r a s  l a  i n v e c c iô n  de h e p a r in a  (HAHN, 1 9 4 3 ) .  E s t a  
a c t iv i d a d  l ib e r a d a  a l  p la sm a  p o r  l a  h e p a r in a  (PHLA) h i d r o l l z a  
l a s  p o s i c i o n e s  1 ô  3 de l o s  t r i g l i c é r i d o s  (MORLEY y KÜKSIS, 1972s 
ASSMANN y  c o l , 1973  a ) .  La PHLA c o n t i e n e  adem âs a c t i v i d a d e s  
c n z lm â t i c a s  p a r a  l o s  d l g l i c é r i d o s  y  m onoglicéridos(NILSSC M J-EH LE  
y BELPRAGE, 1 9 7 2 ) y una a c t i v i d a d  f o s f o l i p a s a  A^ p a r a  f o s f a t i d i l  
e t a n o la m in a  y  f o s f a t i d i l c o l i n a  (ZIEVE y  ZIEVE , 1 9 7 2 ) . La a ctiv id ad  
t r i g l i c é r i d o  h i d r o l a s a  d e l  p la sm a  p o s t - h e p a r in iz a d o  e s  e j e r c l d a  
p o r  a l  m enos , d o s  e n z im a s  d i f e r e n t e s ,  que so n  :
a) L ip o p r o t e in a  l i p a s a  (L P L ). Es una g l i c o p r o t e i n a  
con  un 3-9% d e  h i d r a t o s  de c a r b o n o  (AUGUSTIN y  c o l ,  1978) que  
d é r iv a  d e l  t e j l d o  a d ip o s o ,  c u y o  p e s o  m o le c u la r  o b t e n id o  p or  
e l e c t r o f o r e s i s  en  o e l  d e  p o l i a c r i l a m i d a  e s  d e  6 0 -7 0 0 0 0  d a l t o n s .
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E l e n z im a  h a  s i d o  p u r i f i c a d o  en  e l  hom bre a s f  como en r a t a ,  
c e r d o ,  v a c a  y ga llin a tfîIL S S O N -E H L E  y c o l ,  1 9 8 0 ) y e s  a c t iv a d o  
p o r  apo C - I I  e  i n h i b i d o  p o r  Apo C - I I I ,  NaCl IM y  p r p ta m in a -  
- s u l f a t o  . E s t e  e n z im a  e s t a  a u s e n t e  en  p a c i e n t e s  co n  h i p e r -  
l ip o p r o t e i n e m i a  t i p o  I , c u y o  p la sm a  p r é s e n t a  n i v e l e s  e l e v a d o s  
d e t r i g l i c é r i d o s  d e b id o  a l  b a j o  c a t a b o l i s m o  de q u i lo m ic r o n e s  y  
VLDL (. ta n d îie n  p u ed e  d e b e r s e  a l a  a u s e n c i a  de apo C - I I )  . La 
v e l o c i d a d  d e  h i d r ô l i s i s  de l o s  t r i g l i c é r i d o s  e s  m od u lad a  de  
form a p a s iv a  p o r  l a  c o n c e n t r a c iô n  de l o s  m ism os en  p lasm a(K B IN -  
SON , 19 70) . L a s LPL de l o s  d i f e r e n t e s  t e j i d o s  t i e n e n  d i s t i n _  
t a  a f i n i d a d  p o r  l o s  t r i g l i c é r i d o s  d e  l a s  l i p o p r o t e i n a s ;  a s f  
F i e l d i n g  y  c o l ,  (1 9 7 7 )  han a i s l a d o  y  c a r a c t e r i z a d o  d o s  e s p e c i e s  
de l i p o p r o t e i n a  l ip a s a ,  e n  c o r a z ô n  y t e j i d o  a d ip o s o  d e  r a t a  r e s ­
p e c t iv a m e n t e ,  q u e  d i f i e r e n  e n  s u  e s t r u c t u r a  m o le c u la r  y q u e  
p r e s e n t a n  p a r a  l o s  t r i g l i c é r i d o s  d e  q u i lo m ic r o n e s  una Km d e  0 ,0 7  
y  0 ,7 0  mM , r e s p e c t i v a m e n t e ,  l o  c u a l  i n d i c a  que l o s  n i v e l e s  
n o r m a le s  en  p la sm a  s a t u r a n  e l  e n z im a  d e  c o r a z ô n  o e r o  no  e l  de  
t e j i d o  a d ip o s o  . La a c t i v i d a d  d e l e n z im a  d e l  t e j i d o  a d ip o s o  
e s  r e g u la d a  a c t iv a m e n te  p o r  i n s u l i n a ,  ACTH , p r o l a c t i n a ,  e p i n e -  
f r i n a ,  e t c .  y  p a r e c e  l l e v a r s e  a c a b o  en  e l  a d i p o c i t o  a n i v e l  de  
a c t i v a c i ô n  d e l  p r o e n z im a  (_ ASHBY y c o l  , 1 9 7 8  ) , La membrana
p l a s m â t i c a  (GARFINKEL y c o l ,  1 9 7 8 ) y  l a  c o n c e n t r a c iô n  de l i p o ­
p r o t e i n a s  r i c a s  e n  t r i g l i c é r i d o s  (FRIEDMAN y c o l ,  1 9 7 9 ) p a r e c e n  
ta m b ie n  e s t a r  i m p l ic a d o s  en  l a  a c t i v a c i ô n  d e  LPL,
b) L ip a s a  h e p â t i c a .  T ie n e  un p e s o  m o le c u la r  de 6 2 5 0 0  
d a l t o n s  y  D uede a c t u a r  s o b r e  d i v e r s e s  s u s t r a t o s  ( m o n o g l i c é r i -  
d o s  , d i g l i c é r i d o s , t r i g l i c é r i d o s  y f o s f o l f p i d o s  ) " in  v i t r o "
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(KUNSI y c o l ,  , 1 9 7 9 ) .E s t e  e n z im a  no e s  i n h ib id o  p o r  p r o ta m in a  
s u i f a t o  ü NaCl IM , n i  e s  a c t iv a d o  p o r  apo C - I I .  A c a u s a  de  
su  f a c i l  l i b e r a c i ô n  a l  p la sm a  p o r  h e p a r in a ,  s e  ha s u g e r id o  que 
l a  l i p a s a  h e p â t i c a  e s t â  l o c a l i z a d a  e x t r a c e lu la r m e n t e  ( en  l a  
membrana plasm atica)(A SS M A N N  y  c o l , 197 3  b) de l a s  c é l u l a s  no  
p a r e n q u im a lc s  ( q u e  l i g a n  una 2 0 0  v e c e s  mâs e n z im a  que l a s  p a -  
r e n q u im a le s ) ; e s t a  l i b e r s c i ô n  e s  im p e d id a  p o r  c o l c h i c i n a  o v in -  
b l a s t i n a  (CHAJEK y c o l ,  1 9 7 5 ) .
3 . 4 . 2 . -  C a ta b o lism o  de VLDL y  Q u ilo m ic r o n e s
L as p a r t i c u l a s  r i c a s  en  t r i g l i c é r i d o s ( VLDL h e p â t ic a  
e  i n t e s t i n a l  y  q u i lo m ic r o n e s  i n t e s t i n a l e s )  p a r e c e n  m e tc ib o llz a r s e  
p o r  ca m in o s s i m i l a r e s  . Una v e z  in c o r p o r a d o s  a l  p la sm a , VLDL y 
q u i lo m ic r o n e s  r e c ib e n  de HDL l a  c a n t id a d  n e c e s a r i a  de apoC-II 
q u e  e s t i m u l e  l a  a c c iô n  d e  l a  l i p o p r o t e i n a  l i p a s a  y d e  l a s  o t r a s  
a p o p r o t e in a s  C q u e  im p id a n  l a  d e g r a d a c iô n  de l a s  l ip o p r o t e i n a s  
p o r  e l  h f g a d o (HAVEL, 1 9 8 0 ) .
Cuando VLDL y  q u i lo m ic r o n e s  c ir c u l a i !  p o r  l o s  c a p i l e r e s  
s a n g u f n e o s  de l o s  t e j i d o s  e x t r ê d ie p â t ic o s  ( a d ip o s o ,  m û scu lo  esq u e- 
l é t i r o ,  m û sc u lo  c a r d f a ç o )  i n t e r a c c i o n a n  con  l a  f r a c c iô n  d e  LFL 
f i s i o l ô g i c a m e n t e  a c t i v a  l o c a l i z a d a  s o b r e  c a d e n a s  d e  g lu c o sa m ln o -  
g l i c a n o s  a n d  a d o s a l a  s u p e r f i c i e  lu m in a l  de l a  c é l u l a  e n d o t e l i a l  
( NILSSON -EHLE y  c o l , 1 9 80) . E s t a  i n t e r a c c i ô n  p r o v o c a  l a  h i c r ô -
l i s i s  d e  l o s  t r i g l i c é r i d o s  co n  l a  c o n s i g u i e n t e  l i b e r a c i ô n  de  
â c id o s  g r a s o s  l i b r e s  a l a  c i r c u J a c i ô n  y  l a  fo r m a c iô n  de d i g J i -  
c é r ld o p  . E s t o s  d i g l i c é r i d o s  so n  h i d r c l i z a d o s  p o s t e r io r m e n t e  en  
v a c u o la s  en  e l  e s p a c i o  s u b e n d o t e l i a l ; l o s  d o s  â c id o s  g r a s o s  ^ue 
s e  o r ig i n a n  so n  t r a n s o o r t a d o s  a l  i n t e r i o r  d e  l a  c é lu la ,m e d i* n t e
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un m é ca n ism e  d e s c o n o c id o ,  a lm a c e n a n d o se  en  form a de t r i g l i c é ­
r id o s  u o x id a n d o s e  p a r a  p r o d u c ir  e n e r g l a ,  y  e l  g l i c e r o l  e s  
d e v u e l t o  a l a  s a n g r e , La v a c u p la  q u i z â s s e  form e p o r  f u s i ô n  de  
l a  m embrana p la s m â t i c a  con  l a  c a p a  d e  f o s f o l i p i d o s  de l a  l i p o ­
p r o t e i n a  C JACKSON y c o l  , 1 9 7 6 ) .
E l  80% d e  l o s  t r i g l i c é r i d o s  d e  q u i lo m ic r o n e s  y VLDL 
s e  h an  h i d r o l i z a d o  a l o s  60 m in u t e s .  La h i d r ô l i s i s  c o m p lé ta  
t i e n e  lu g a r  p o r  una s e r i e  d e  u n io n e s  y  d e s u n io n e s  de l a  l i p o ­
p r o t e i n a  c o n  l a  LPL en  d i f e r e n t e s  s i t i o s  d e l  e n d o t e l io ( E I S E N ­
BERG , 1 9 7 9 ) .  S e  h a  c a l c u l a d o  q u e una p a r t f c u l a  de VLDL co n tien e
u n a s 36 m o lé c u la s  de a p o C -I I  t EISENBERG y  RACHMILEWITZ,19 7 5 ) ,
q u e  c o i n c i d e  c o n  e l  nûm ero d e  m o lé c u la s  d e  LPL q u e  so n  n e œ s a r ia s  
p a r a  l a  m âxim a h i d r ô l i s i s  d e  l o s  t r i g l i c é r i d o s  d e  l a  l i p o p r o ­
t e i n a  (_CHÜNG y  SCANU , 1 9 7 7 ) .  La p e n e t r a c i ô n  d e  l a  LPL a l  in te r io r
de l a  p a r t f c u l a  l i p o p r o t e i c a ,d o n d e  e s t â n  l o c a l i z a d o s  l o s  t r i ­
g l i c é r i d o s  p u ed e  q u e  e s t é  f a c i l i t a d a  p o r  apo C - I I  c  b ie n  q u e s e  
l l e v e  a c a b o  p o r  h i d r ô l i s i s  d e  a lg u n o s  de l o s  f o s f o l i p i d o s  de  
l a  c a p a  s u p e r f i c i a l  p o r  l a  a c t i v i d a d  f o s f o l i p a s a  A^ q u e acom - 
p a n a  a LPL (BERMAN y  c o l  , 1 9 7 8  ) .
La p r o g r e s iv a  d i s m in u c iô n  d e l  n û c l e o  l i p i d i c o  de VLDL 
y q u i lo m ic r o n e s  p r o v o c a  un r é a j u s t é  c o n t in u o  d e l  m a t e r i a l  s u p e r  
f i c i a l ;  e s t o  da  lu g a r  a una d is m in u c iô n  d e l  d iâ m e tr o  d e  p a r tfc u la  
y a un a u m en to  de l a  d e n s id a d .  L o s p r o d u c t o s  f i n a l e s  d e  e s t e  c a  
t a b o l i s m o  s o n  LDL y  q u i lo m ic r o n e s  r é m a n e n te s ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  
q u e  p r o v ie n e n  d e  l o s  s i g u i e n t e s  p a s o s  d e  d e g r a d a c iô n  d e  l a s  l i ­
p o p r o t e in a s  d e  d e n s id a d  in t e r m e d ia  (IDL) (EISENBERG y RVCTMELEWITZ, 
1975) . La conversiôn  ccn p leta  de VLCL en LU, d u ra  en  hum anos n o r m a le s
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e n t r e  6  y  12 h o r a s  (EISENBERG, 1 9 7 9 ; BERMAN y c o l . ,  1 9 7 8 ) ,  a l  c a -  
b o  de l a s  c u a l e s  e l  98% de l e s  t r i g l l c ê r i d o s  s e  han h i d r o l i z a d o  y 
e l lm ln a d o  d e  l a  p a r t i c u l e .  E n tr e  e l  15 y 50% d e  I.DL c i r c u l a n t e  s e  
form a a p a r t i r  de q u i lo m ic r o n e s  (EISENBERG y L E W , 19 75) , seg fin  
p u ed e  co m p ro b a rse  de l a  c a n t id a d  d e  apoJB de LDL y l a  que pueden  
a p o r t a r  VLDL y  q u i lo m ic r o n e s .  E s t a  apo B e s  e l  û n ic o  com ponente  
d e  l a s  l i p o p r o t é i n e s  r i c a s  en  t r i g l i c ê r i d o s  q u e no s u f r e n  m o d i f i -  
c a c id n  d u r a n te  l a  a c c iô n  d e  l a  LPL. E l c o n t e n id o  en f o s f o l l p i d o s , 
é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  y  t r i g l i c a ê r i d o s  d e  LDL e s  muy p r o b a b le  que 
p r o v e n g a n  ta m b ie n  de 1/LDL y  q u i lo m ic r o n e s .  A p rox im adam ente  e l  75% 
de l o s  f o s f o l l p i d o s , e l  85% d e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  y l a  mayoria de la s  
a p o p r o t e ln a s  C y  apo E han  s i d o  s u p r im id o s  d e  l a  s u p e r f i c i e  IL po- 
p r o t e i c a  d u r a n te  l a  i n t e r c o n v e r s lô n  (EISENBERG, 1 9 8 0 ) .  L o s f o s f o -  
I f p id o s  s e  s e p a r a n  p o r  d o s  c a m in o s d i f e r e n t e s ;  a) H id r Ô l i s l s  de 
l o s  d l i c e r o f o s f â t i d o s  a s u s  c o r r e s p o n d ie n t e s  l i s o c o m p u e s t o s  con 
l a  s u b s i g u i e n t e  t r a n s f e r e n c i a  de é s t o s  a l a  a lb û m in a  y  b ) T r a n e f e -  
r e n c i a  de l o s  f o s f o l l p i d o s  no h i d r o l i z a d o s  a HDL. E l c o l e s t e r o l  
l i b r e  y l a s  a p o p r o t e ln a s  C ta m b ie n  s e  t r a n s f i e r e n  a HDL. E l des&inb 
d e  apo  B , p o r  e l  c o n t r a r i o ,n o  e s t é  c l a r o .
3 *5 . -  Catabolismo de UJL.
]
La p r i n c i p a l  f u n c id n  r e c o n o c ld a  p a r a  l a  f r a c c id n  LDL, 
q u e s e  form a e n  e l  p la sm a  a p a r t i r  d e l  c a t a b o l i s m e  de VLDL, e* l a  
d e  s e r v i r  de v e h l c u l o  t r a n s p o r t a d o r  d e  c o l e s t e r o l  a l a s  c ë l u l i s  p a ­
r a  h a c e r  f r e n t e  a su s  n e c e s id a d e s  d e  s l n t e s i s  de m e m b r a n a s ,e tc . —  
Aunque e f e c t iv îu n e n t e  LDL e s  d e g r a d a d a  en  l o s  t e j i d o s , no  s e  c o n o c e ,  
p o r  ia h o ra , eo a l e s  l a  d i s t r i b u c i d n  r e a l  de e s t a  LDL en l o s  m isn o s .
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La c o n t r ib u c iô n  mâs c l a r a  a l  c o n o c im ie n t o  d e  l a s  v i a s  de d e g r a -  
d a c iô n  d e  LDL fu é  r e a l l z a d a ,  h a c e  u n o s s i e t e  a r o s  p o r  G o ld s t e in  
y B row n, c o n  l a  d e s c r i p c i ô n  d e  q u e f i b r o b l a s t o s  en  c u l t i v o  e r a n  
c a o a c e s  de c a p t a r  LDL p o r  un p r o c e s o  d e  p i n o c i t o s i s  m ed ia d a  p o r  
un r e c e p t o r  e s p e c l f i c o  d e  l a  m em brana. E s t e  m ism o p r o c e s o  s e  ha  
d em ost r a d o  en  o t r o s  t e j i d o s  y s i s t e m a s  c e l u l a r e s  " in  v i t r o "  e  
" in  v i v o " ,  p a r t i c u la r m e n t e  en  l e u c o c i t o s  v en  c é l u l a s  d e  l o s  
t e j i d o s  q u e s i n t e t i z a n  h orm onas e s t e r o i d e s .  S in  e m b a rg o , no  s e  
s a b e  en  l a  a c t u a l i d a d  c u a l  e s  l a  im p o r t a n c ia  c u a n t i t a t i v a  de  
e s t e  p r o c e s o  e n  c o m p a r a c iô n  c o n  o t r o s  m e ca n ism o s de c a tc ü o o lism o  
de LDL in d e o e n d ie n t e s  d e  l a  v i a  d e l  r e c e p t o r .  No s e  c o n o c e  tam _  
p o c o  e l  m éca n ism e  d e  u t i l i z a c i ô n  de LDL p o r  e l  h ïg a d o  y s i  e s t e  
p r o c e s o  e s  m e d ia d o  p o r  e l  m ism o r e c e p t o r  q u e  e l  e u e  o p e r a  en  
c é l u l a s  n o  h e p â t i c a s .
3 . 5 . 1 . - V ia  d e l  r e c e p t o r  p a r a  LDL.
E l r e c e p t o r  p a r a  LDL e s  p r o b a b le m e n te  una ç l i c o p r o -  
t e i n a ,  p r é s e n t e  en  l a  m embrana de f i b r o b l a s t o s ,  l e u c o c i t o s  y 
o t r a s  c é l u l a s  ( BROWN y  c o l ,  1 9 8 0 ) ,  q u e l i g a  e s p e c i f i c a m e n t e  
LDL m arcad a  c o n  E l  nûm ero d e  r e c e p t o r e s  p a r a  LDL p o r  c é -
l u l a  v a r i a  d u r a n te  l a  d i v i s i ô n  c e l u l a r  , co n  l a  ed a d  y co n  l a s  
n e c e s id a d e s  de c o l e s t e r o l .  La u n iô n  de LDL co n  su  l e c e p t o r  e s  
i n h ib id a  c o m p le ta m e n te  p o r  VLDL, d e b id o  q u izés a  que c o n t i e n e n  
a p o  B CGOLDSTEIN y BROWN, 1 9 7 4 ) , p e r o  no p o r  HDL q u e no con tien e  
ap o  B (JACKSON y  c o l . , 1 9 7 6 ) . S in  em b a r g o , M ahley  y o o l ,  (1 9 7 7 )
han  d em ost r a d o  q u e  HDL de a h im a le s  à l im e n t a d o s  co n  d i e t a s  r ic a s  
en  c o l e s t e r o l  (HDLg) , q u e  p o s e e  g r a n  c a n t id a d  de a o o  E .c o n p ite  
p o r  e l  r e c e p t o r  de LDL de f i b r o b l a s t o s .
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L os r e c e p t o r e s  p a r a  LDL s e  c o n c e n tr a n  e n  l a  s u p e r f i c i e  
de  l a  c é l u l a  form an do a g r e g a d o s  ( INNERARITY y  c o l ,  1 9 8 0 ) .  La 
u n iô n  d e  l a  l ip o p r o t e i n a  a l  r e c e p t o r  no e s  s u f j  d e n t e  p a r a  l a  
u t i l i z a c i ô n  d e l  c o l e s t e r o l ?  t r a s  l a  u n iô n  e s  n e c e s a r i a  l a  i n t e r -  
n a l i z a c i ô n  d e l  c o m p le jo  L D L -r e c e p to r  p o r  p i n o c i t o s i s .  Ambos p r o ­
c è s  o s  p u ed en  s e p a r a r s e ,y a  que l a  u n iô n  p u ed e  r e a l i z a r s e  a 4®C , 
m ie n t r a s  a u e  l a  i n t e r n a l i z a c i ô n  s f i l o  t i e  ne lu g a r  a 37®C (OCŒjCS'IEIN 
Y c o l , 1 9 7 6 ) .
L as p a r t î c u l a s  de LDL, q u e  e n t r a n  en l a  c é l u l a  t r a s  
l a  u n iô n  a s u  r e c e p t o r ,  so n  d i r i g i d a s  h a c i a  l o s  l is o s o r n a s  como 
una u n id a d  ( GOLDS lE IN  y  BR0Î4N, 1 9 7 7 ) . D e n tr o  d e l  l i s o s  orna e l  
co m p o n en te  p r o t e i c o  de LDL e s  d e g r a d a d o  p o r  h i d r ô l i s i s  y  l o s  
é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  p o r  m ed io  de una l i p a s a  â c id a .  E l c o l e s ­
t e r o l  l i b r e  que s e  form a e s  in c o r p o r a d o  a l a s  m em branas o e lu la ie s  
o  r e e s t e r i f i c a d o  de n u e y o . Los e f e c t o s  d e l  aum ento  d e l  c o le s t e r o l  
en  l a s  c é l u l a s  so n ;
a) I n a c t i v a c iô n  d e  l a  3 - h i d r o x i - 3 - m e t i l - g l u t a r i l —  
-c ô e h z im a  A (HMG-CoA) r e d u c t a s a .  Es e l  e n z im a  fu n d a m e n ta l que  
r é g u la  l a  s l n t e s i s  de c o l e s t e r o l  d e n t r o  de l a s  c é l u l a s , g a ta liza n  
do  l a  c o n v e r s iô n  d e l  HMG-CoA a m e v a lo n a to .  La s l n t e s i s  de e s t e  
enZ im a e s  in h ib id a  p o r  l a  p r e s e n c ia  d e  c o l e s t e r o l .  L as c é l u l a s  
e u e  s e  c u l t i y a n  en  a u s e n c ia  de f u e n t e s  e x ô g e n e b  d e  c o l e s t e r o l  
so n  c a p a c e s  de s i n t e t l z a r l o  e n d ô g e n a m e n te  a p a r t i r  de a c e t a t o .  
Cuando s e  a h ad e c o l e s t e r o l  en  fo im a  d e  LDL a l  m ed io  de c u l t i y o
** l a  c é l u l a  su p r im e  su  s l n t e s i s  e n d ô g e n a  de c o l e s t e r o l ,  que e s  
f r e n a d a  p o r  l a  e n t r a d a  de c o l e s t e r o l  d e  LDL.
b) A c t i v a c i ô n  de l a  A c i l - C o A - c o l e s t e r o l - A c i l - t r a n s -  
f e r a s a  (ACAT). Cuando s e  ha  u t i l i z a d o  s u f i c i e n t e  c o l e s t e r o l  en
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l a s  m em branas c e l u l a r e s ,  e l  e x c e s o  d e l  m ism o s e  e s t e r i f i c a  
d e n t r o  de l a  c é l u l a  p o r  l a  a c c iô n  de l a  ACAT (GOODMAN ,1 9 6 5  ) .
La a c t i v i d a d  d e  e s t e  e n z im a  e s  e s t im u la d a  p o r  e l  c o l e s t e r o l  
d e r iv a d o  d e  LDL ( BROWN y c o l ,  1 9 7 5 ) .
c) I n h i b i c i ô n  d e  l a  s i n t e s i s  d e l  recep tor.P rctoab lem en te  
e l  r e c e p t o r  de LDL e s  c o n t r o la d o  a n i v e l  d e  s l n t e s i s  p o r  e l  
c o n t e n id o  d e  c o l e s t e r o l  en  l a  c é l u l a  (GOLDSTEIN y BROWN, 1 9 7 7  ) .
E s t e  s i s t e m a  d e  u t i l i z a c i ô n  d e  LDL f u é  d e m o str a d o  y  
e s t u d i a d o  p o r  p r im e r a  v e z  en  c u l t i v o  d e  f i b r o b l a s t o s .  S in  em­
b a r g o ,  e x i s t e  s u f i c i e n t e  e v i d e n c i a  e n  l a  a c t u a l id a d  p a r a  a f i r -  
mar q u e ta m b ie n  o p e r a  " in  v iv o "  (BROWN y c o l ,  1 9 8 0 ) . Una c o n s e -  
c u e n c ia  muy im p o r t a n t e  h a  s i d o  l a  d em o st r a c i ô n  d e  que en  e n f e r ­
m es con  h i p e r c o l e s t e r o l e m i a  f a m i l i a r  e x i s t e  un d e f e c t o  t o t a l  o  
p a r c i a l  d e l  r e c e p t o r  d e  LDL (FREDRICKSON y  c o l , 1 9 7 8 ) .  Como c o n -  
s e c u e n c i a  d e  e l l o ,  LDL n o  s e  d é g r a d a  a un r itm o  n o r m a l ,e l  c o l e s  
t e r o i  no  s e  t r a n s f i e r e  a l  i n t e r i o r  d e  l a  c ô l u l a ,  l a  a c t i v i d a d  
d e  l a  HMG-CoA- r e d u c t a s a  p e r m a n e ce  e l e v a d a ,  l a  s l n t e s i s  de c o ­
l e s t e r o l  e n d ô g e n o  n o  e s t é  s u p r im id a  y  l a  fo r m a c iô n  de é s t e r e s  
de  c o l e s t e r o l  d e n t r o  de l a  c é l u l a  no e s t é  a c t i v a d a .  La p r in c ip a l  
c o n s e c u e n c ia  d e  t o d o  e s t e  p r o c e s o  e s  e l  aum ento  de l a  c o n c e n t r a  
c lô n  d e  c o l e s t e r o l  y  LDL en  p la sm a  .
3 . 5 . 2 . -  D e g ra d a c iÔ n  d e  LDL n o  m ed ia d a  p o r  e l  r e c e p t o r .
Ademés d e  p o r  e l  p r o c e s o  de a l t a  a f i n i d a d  m ed ia d o  p o r  
un r e c e p t o r  e s p e c l f i c o ,  l o s  f i b r o b l a s t o s  hum anos en  c u l t i v o  c a £  
t a n  LDL p o r  un p r o c e s o  n o  e s p e c l f i c o  q u e no  r e q u i e r e  u n iô n  p rev ia  
d e  l a  p a r t l c u l a  l i p o p r o t e i c a  a l a  m em b ran a. LDL e s  c a p ta d a  p r o -
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p o r c io n a lm e n t e  a su  c o n c e n t r a c i ô n  en  e l  m ed io  de c u l t i v o  
(GOLDSTEIN y BROWN, 1 9 7 7 ) .  A c o n c e n t r a c io n e s  b a j a s  l a  c a p t a c iô n  
p o r  e s t a  v i a  e s  i n s u f i c i e n t e  ; s i n  em bargo a a l t a s  c o n c e n t r a ­
c io n e s  a d q u ie r e  g ra n  im p o r t a n c ia .  D u e s to  q u e  l a  v i a  d e l  r e c e p t o r  
e s  s a t u r a b l e ,  m ie n t r a s  q u e e s t a  no l o  e s .
En c o n t r a s t e  con  l a  LDL q u e e n t r a  p o r  l a  v i a  d e l  r e ­
c e p t o r ,  l a  LDL que e n t r a  en  e l  f i b r o b l a s t o  p o r  p i n o c i t o s i s  no  
e s p e c i f i c a  no r é g u la  l a  s i n t e s i s  n i  l a  e s t e r i f i c a c i ô n  d e l  c o l e s  
t e r o l .
La im p o r t a n c ia  de e s t a  v i a  de d e g r a d a c iô n  en  l o s  d i ­
v e r s e s  t e j i d o s  s e  d e s c o n o c e  e n  l a  a c t u a l i d a d ,  p e r o  s e  ha c a l c u -  
la d o  que e n t r e  un 50 y un 75% de l a  LDL s a l e  d e l  p la sm a  p o r  
e s t a  v i a .
3 . 5 . 3 . - C a p ta c iô n  de LDL p o r  l a s  p a r e d e s  a i t e r i a l e s  y
s u  im p i i c a c iô n  e n  e l  m éca n ism e de p r o d u c c iô n  de 
a t e r o s c l e r o s i s .
La c o n s e c u e n c ia  mSs t r a n s c e n d e n t a l  de l o s  a l t o s  n iv a le s  
c i r c u l a n t e s  d e  LDL e s  e l  d e p ô s i t o  d e  c o l e s t e r o l  en  l a s  p a r e d e s  
a r t e r i a l e s  y  e l  d e s a r r o l l o  d e  a t e r o s c l e r o s i s .  E l  e j e m p lo  mâs 
i l u s t r a d o  de e s t e  h e c h o  l o  ten em o s en  l a  h i p e r c o l e s t e r o l e m i a  
f a m i l i a r ;  en  l a  a c t u a l id a d  s e  d e s c o n o c e  c u a l  e s  e l  m éca n ism e p o r  
e l  que s e  d e p o s i t a  c o l e s t e r o l  en  e s t a s  c é l u l a s  .
R e c ie n te m e n te  s e  ha  d em ostr a d o  l a  e x i s t e n c i a  d e  r e c e £  
t o r e #  p a r a  LDL e n  l a s  c é l u l a s  m u s c u la r e s  de l a  p a r e d  a r t e r i a l  
(GOLDSTEIN y BROWN, 1 9 7 7 ) ;  e s t e  m éca n ism e p r o t e g e r la  a l a  p a r e d  
a r t e r i a l  de  a cu m u la r  en  e x c e s o  e l  c o l e s t e r o l  p ia s m â t i c o .
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4 . -  MOVIMIENTOS CTiLESTEROL LIBRE Y ESTERIFICADO 
EN LA SANGRE
4 . 1 . -  In te r c e u n b io  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e  l i p o p r o -  
t e i n a s  p la s m â t i c a s  y  e r i t r o c i t o s .
La i n t e r r e l a c i ô n  d e l  c o l e s t e r o l  t r a n s p o r t a d o  en  e l  
p la sm a  y  e l  de l a  m embrana d e  l o s  e r i t r o c i t o s  f u é  d e s c u b ie r t a  
p o r  H agerm an y G ou ld  (1 9 5 1 )  , d e m o s tr a n d o la  t a n t o  " in  v iv o "  como 
" in  v i t r o " .  La i n y e c c i ô n  de ^ ^ C - a c e t a t o  a un p e r r o  fu é  s e g u id a  
d e  l a  in c o r p o r a c iô n  d e  l a  r a d i a c t i v i d a d  a l  h î g a d o ,  p la sm a  y  e r i  
t r o c i t o s .  E l  c o l e s t e r o l  s i n t e t i z a d o  en  e l  h îg a d o  y  t r a n s p o r t a d o  
en  e l  p la sm a  por l a s  l i p o p r o t e i n a s  s e  in c o r p o r a  a m p lia m e n te  a 
l a  m embrana d e l  e r i t r o c i t o .  L o s c o n t e n id o s  en  c o l e s t e r o l  d e l  
p la sm a  y  e r i t r o c i t o s  e q u i l i b r a n  s u s  a c t i v i d a d e s  e s p e c f f i c a s  " in  
v i t r o " ,  cu a n d o  s e  in c u b a n  g l ô b u l o s  r o j o s  m a rca d o s  con  p la sm a  
f r f o  . E l  in t e r c a m b io  t i e n e  lu g a r  e n t r e  l a s  f r a c c i o n e s  d e  c o l e s  
t e r o l  l i b r e ,  no a p r e c ia n d o s e  m o v im ie n to  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l .  
E l  p r o c e s o  d e  in t e r c a m b io  d u ra  a o ro x im a d eu n en te  u n o s  65 m in u to s  
(GOULD y  c o l , 1 9 5 1 ) ,  np d em o st r a n d o s e  s a l i d a  o e n t r a d a  de c o l e s ­
t e r o l  d e l  e r i t r o c i t o ,  t r a t a n d o s e  p o r  l o  t a n t o  d e  un v e r d a d e r o  
in t e r c a m b io  r e c ïp r o c o  s i n  t r a n s f e r e n c i a  n e t a . Cuando s e  p u d ie r o n  
f r a c c i o n a r  l a s  l i p o p r o t e i n a s  p l a s m â t i c a s ,  s e  e n c o n t r ô  q u e t a n t o  
LDL como HDL in te r c e u n b ia b a n  s u  c o l e s t e r o l  co n  l o s  e r i t r o c i t o s  
(SO M I y  RALANT, 1 9 6 3 )  y  q u e  adem és l o  in t e r c a m b ia b a n  e n t r e  s i  
cu a n d o  s e  in c u b a r o n  j u n t o s  " in  v i t r o "  (FREDRICKSON y c o l ,  1 9 5 8 ) .  
E l c o m p o r ta m ie n to  d e  LDL y  HDL e s  d i s t i n t o ,  p u e s  m ie n t r a s  s 6 1 o  
e l  72% d e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  d e  HDL s e  in t e r c a m b i a ,  t o d o  e l  c o ­
l e s t e r o l  de LDL e s t é  d i s p o n i b l e  p a r a  e l  i n t e r c a m b i o (ASHWORTH y  
GREEN"; 1 9 6 4  ; BAS FORD y  c o l .  , 1 9 6 4 ) . Es t o  f u é  c o n f ir m a d o  p o s -
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t e r i o m e n t e  p o r  Q u a r fo r d t  y H ild e r m a n  ( 1 9 7 0 ) ,  p u e s  cuand o  
HDL y  e r i t r o c i t o s  s e  in c u b a r o n  s o l o s ,  n o  s e  o b tu v o  e q u i l i b r i o  
i s o t ô p i c o ;  cu a n d o  s e  in c u b a r o n  j u n t o s  HDL, LDL y e r i t r o c i t o s ,  
e l  c o l e s t e r o l  de HDL s e  a p r c x im ô  a l  e q u i l i b r i o  i s o t ô p i c o  mSs 
ra p id eu n en te  q u e e l  de LDL, y s i n  e m b a r g o , la  f r a c c iô n  de c o l e s ­
t e r o l  l i b r e  q u e s e  in t e r c a m b ia  con  LDL e s  t r è s  o  c u a t r o  v e c e s  
m ayor q u e l a  q u e  l o  h a c e  con  HDL . Es d e c i r ,  e l  in t e r c a m b io  co n  
HDL e s  mâs r S p id o  p e r o  no  l l e g a  a s e r  c o m p lè t e ,
4 . 2 . - P a p e l  de l a  e s t e r i f i c a c i ô n  d e l  c o l e s t e r o l
en e l  in t e r c a m b io .
E l in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  e n t r e  e r i t r o ­
c i t o s  y  l i p o p r o t e i n a s  p la s m â t i c a s  e s  muy l im i t a d o .  S in  e m b a rg o , 
l a  p r e s e n c ia  de LCAT y  l a  c o n s i g u i e n t e  e s t e r i f i c a c i ô n  d e l  c o l e s  
t e r o l  t i e n e  un im p o r ta n te  e f e c t o  e n  l a  t r a n s f e r e n c i a  de c o l e s t e  
r o i  l i b r e  d e sd e  l a  membrana p la s m à t i c a  d e l  e r i t r o c i t o .  La i n c u -  
b a c iô n  d e l  e r i t r o c i t o  co n  p la sm a  f r e s c o ,  p r o d u c e  l a  d e f l e c c i ô n  
d e l  c o l e s t e r o l  de l a  m em braha, aum entan do l a  p e r m e a b il id a d  de  
l a  m ism a y p r o d u c ie n d o  su  e v e n t u a l  l i s i s  (MURPHY, 1 9 6 2 ) .  P o r  e l  
c o n t r a r i o ,  en  e n fe r m o s  con  d e f i c i e n c i a  LCAT s e  p r o d u c e  una a c u -  
m u la c iô n  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  en  l o s  e r i t r o c i t o s  (GJONE y  c o l . ,  
1 968) .
De i g u a l  form a no s e  d é t e c t a  t r a n s f e r e n c i a  n e t a  d e  c o  
l e s t e r o l  e n t r e  l i p o p r o t e i n a s  p l a s m â t i c a s ;  s i n  em b a r g o , e n  p r e -  
** s e n c i a  d e l  e n z im a  LCAT s e  p r o d u c e  una t r a n s f e r e n c i a  n e t a  d e  c o ­
l e s t e r o l  l i b r e  d e sd e  l i p o p r o t e i n a s  d e  b a j a  d e n S id a d  a HDL, que  
e s  e s t e r i f i c a d o  P or l a  a c c iô n  e n z im â t i c a  (GLOMSET y  NORUM, 1973) . 
A l m ism o t ie m p o ,  d u r a n te  l a  h i d r ô l i s i s  d e  l o s  t r i g l i c ê r i d o s  de
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VLDL o  q u i lo m ic r o n e s  p o r  a c c iô n  de LPL, s e  o r o d u c e n  u n a s  p a r t î ­
c u l a s ,  e m p o b r e c id a s  en  t r i g l i c ê r i d o s ,  con  e x c e s o  de c o l e s t e r o l  
l i b r e ;  e s t e  c o l e s t e r o l  l i b r e  e s  t r a n s f e r i d o  a HDL p a r a  s u  e s t e r i
f i c a c i ô n  (GLOMSET, 1 9 6 8 ) .  S eg u n  E i s e n b e r g  ( 1 9 8 0 ) ,  l o s  l l p i d o s  y 
l a s  a p o p r o t e in a s  d e s p r e n d id o s  d e  l a  s u p e r f i c i e  d e  l a s  l i p o p r o t e i
n a s  r i c a s  en  t r i g l i c ê r i d o s ,  d u r a n t e  su  c a t a b o l i s m o ,  p u ed en  s e r  
e l  o r ig e n  d e  l a  HDL fo rm a d a  i n t r a v a s c u la r m e n t e .
4 . 3 . -  I n t e r c a m b io  y  t r a n s f e r e n c i a  d e  é s t e r e s  de c o l e s ­
t e r o l  e n t r e  l i p o p r o t e i n a s  p l a s m â t i c a s .
Como hem os i n d ic a d o  a n t e r io r m e n t e , e l  s u s t r a t o  p r e f e -  
r id o  de LCAT e s  HDL, d o n d e  s e  form an  l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  
(GLOMSET, 1 9 6 8 ) .  S in  e m b a r g o , cu a n d o  s e  in c u b a  p la sm a  f r e s c o ,  
l a  c a n t id a d  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  en  l a s  f r a c c i o n e s  de meno r  
d e n s id a d  a u m en ta  ta m b ie n  (GLOMSET, 1 9 7 0 ) .  E l  m éca n ism e  d e  e s t a  
t r a n s f e r e n c i a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  h a  s i d o  m o t iv o  de i n t e n ­
s e s  e s t u d i o s , y a  q u e cu a n d o  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  a i s l a d a s  
(HDL y  LDL) s e  in c u b a n  j u n t a s ,  n o  s e  o b s e r v a  in t e r c a m b io  o  t r a n s  
f e r e n c i a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  (GOODMAN, 1 9 6 5 ) .
R e c ie n t e m e n t e  s e  h an  d e s c r i t o  d o s  p r o c e s o s  im p o r ta n ­
t e s  q u e  p u ed en  a r r o j a r  l u z  en  e s t e  p r o b le m s .  E l p r im e r o  ha  s i d o  
l a  d e s c r i p c i ô n  d e  una p r o t e i n a  en  o la s m a  d e  c o n e j o  (ZILVERSMIT 
y c o l .  , 1 9 7 5 ) y  en  p la sm a  hum ano (PATTNAIK y c o l .  , 1 9 7 8 ) c a p a c e s  
de e s t i m u l a r  e l  in t e r c a m b io  de é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  e n t r e  VLDL 
y  LDL o  e n t r e  LDL y HDL, p e r o  s in  t r a n s f e r e n c i a  n e t a .  La p r o t e in a  
de p la sm a  hum ano p a r e c e  s e r  u n a  g l i c o p r o t e i n a  h i d r o f ô b i c a ,  d i s ­
t i n t a  d e  LCAT, co n  un o e s o  m o le c u la r  d e ,  a p r o x im a d a m e n te , 90D00
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d a l t o n  (PATINAIK y  c o l . ,  1 9 7 8 ) .  E l se g u n d o  p r o c e s o  ha s i d o  e l  
d e s c u b r im ie n t o  p o r  p a r t e  de Chajelc y  F ie l d i n g  (1 9 7 8 )  de una p r o  
t e i n a  c a p a z  de e s t i m u l a r  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e  
r o i  d e sd e  HDL a VLDL co n  l a  t r a n s f e r e n c i a ,  s im u l t a n e a ,  y  en  s e n  
t i d o  o p u e s t o  d e  t r i g l i c ê r i d o s ;  e s t a  p r o t e in a  ha s i d o  i d e n t i f i e s  
da COHD apoD , una de l a s  a p o p r o t e in a s  d e  HDL. R e c ie p t e in e n t e ,  
M brton y  Z i lv e r s m i t  (1 9 8 1 )  han s i d o  c a p a c e s  de s e p a r a r  e s t a s  dos 
a c t i v i d a d e s .
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OBJETIVOS
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E l o b j e t l v o  g e n e r a l  d e l  t r a b a j o  i n i c i a d o  en  n u e s -  
t r o  l a b o r a t o r i o  con  l a  r e a l i z a c i d n  de l a  p r e s e n t e  t e s i s  e s  
e l  e s t u d i b  de l a s  c a r a c t e r l s t i c a s  q u e  p r e s e n t s  e l  m o v im ie n ­
t o  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  y c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  e n t r e  f r a c  
c lo n e s  l i p o p r o t e i c a s  p la s m â t i c a s  y  e n t r e  e s t a s  y  l a s  membra 
n a s c e l u l a r e s .  En p r im e r  lu g a r  hem os d i r i g i d o  n u e s t r a  a t e n -  
c iô n  a i  e s t u d i o  d e l  in t e r c a m b io  " in  v i t r o "  en  a u s e n c ia  de  
a c t i v i d a d e s  e n z im â t i c a s  t a i e s  como LPL y  LCAT.
C o n c r e ta m e n te ,  n u e s t r o s  o b j e t i v o s  han s i d o  :
1 . -  D e s a r r o l l o  de un s i s t e m a  de m a r c a je  de l i p o p r o t e i n a s  en  
e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  y / o  e s t e r i f i c a d o ,  q u e n o s  perm itifera  
l a  r e a l i z a c i ô n  de l o s  p r é s e n t e s  e s t u d i o s .
2 .»  E s t u d io  de l a  c i n é t j c a  de I n c o m o r a c iô n  y e s t e r i f i c a c i ô n  
d e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  r a d i a c t i v o  a l a s  d i s  t i n t a s  f r a c c i o ­
n e s  l i p o p r o t e i c a s  en  p la sm a  c o m p lè t e ,  p a r a  t r a t a r  de p o -  
n e r  de m a n i f i e s t o  l a  i n t e r a c c i ô n  de l a s  d i s t i n t a s  l i p o ­
p r o t e in a s  e n  e l  m o v im ie n to  d e  c o l e s t e r o l .
3 . -  E s t u d io  de l a s  c a r a c t e r l s t i c a s  y  de l a  c i n é t i c a  d e l  i n ­
t e r c a m b io  de c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e  l i p o p r o t e i n a s  de a^  
t a  d e n s id a d  y o t r a s  f r a c c io n e s  p l a s m â t i c a s , a s l  como e l  
e f e c t o  d e l  p la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t e i n a s  en  e s t e  i n t e r ­
ca m b io .
4 . -  C i n é t i c a  d e l  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  e n t r e  
HDL y f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  de m enor d e n s id a d  m ed ia d o  
p o r  p la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t e i n a s .
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5 . -  D e m o s tr a c iô n  d e  l a  p r e s e n c ia  de a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  
d e l  in te r c z im b io  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  en  d i s  t i n t a s  
e s p e c i e s  a n im a le s  co n  d i f e r e n t e  s u s c e p t i b i l i d a d  a l a  
in d u c c iô n  d e  a t e r o s c l e r o s i s .
6 . -  D e s a r r o l l o  d e  un m é to d o  d e  p u r i f i c a c i ô n  d e  l a  p r o t e in a  
i n t e r c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  de p la sm a  h u -
C o n fia m o s  q u e  e l  c o n o c im ie n t o  de e s t o s  s i s t e m a s  
p e r m i t i r S  e n  e l  f u t u r o  , d i r i g i r  n u e s t r a  a t e n c iô n  a l  e s t u d i o  
d e l  (m o v im ien to  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  y  e s t e r i f i c a d o  p la@ m âtiÉ o  
e n  p r e s e n c i a  -d e  e n z im a s  q u e  a c t û a n  s o b r e  l a s  l i p o p r o t e i n a s  
y  a l  p a p e l  d e  l a s  a p o p r o t e in a s  e n  e s t e  fe n ô m e n o . Un p u n to  
d e  e x t r a o r d i n a r i o  i n t e r é s  s é r i a  e l  e s t u d i o  d e l  p a p e l  que pu  
d i e r a n  j u g a r  p r o t e l n a s  p l a s m â t i c a s  e s p e d f i c a s  en  e l  m ovi -  
m ie n t o  de c o l e s t e r o l  e n t r e  e l  p la sm a  y l a s  m em branas c e l u i a  
r e s  y  en  e l  d e p ô s i t o  y m o v i l i z a c i ô n  d e l  c o l e s t e r o l  e n  l a s  
p a r e d e s  a r t e r i a l e s .
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MATERIAL Y METODOS
4 5 .
1 . -  REACTIVOS
-  (lo t,2 « < (n )-^ H ) c o l e s t e r o l .  C ô d ig o  TRK 3 3 0 . A c t iv id a d  e s p e -  
c i f i c a ; 4 3  C i/iranol (1 1  m C i/m g ). The R a d io c h e m ic a l  C e n t r e .  Am er- 
sh am . I n g l a t e r r a .
-  2 , 5 - d i f e n i l o x a z o l  (P R O ).N ® D -4 6 3 0 ,
-  1 , 4 - b i s  2 - ( 5 - f e n i l o x a z o l i l )  - b e n c e n o , f e n i l - o x a z o l i l  f e n i l -  
o X a z o l i l - f e n i l  (POPOP) N ® P -3 7 5 4 ,
-  5 , 5 ' - d i t i o b i s - ( d c id o  2 n i t r o b e n z o ic o )  0 3 - c a r b o x i - 4 - n i t r o -  
f e n i l  d i s u l f u r o  (DTNB) N“D -8 1 3 0 ,
-  a lb û m in a  b o v in a  ( b s a ) . F r a c c iô n  V (9 6 -9 9 % ). n ® A -4 5 0 3 ,
-  T h im e r o s a l  ( E t i l m e r c u r i t i o s a l i c i l a t o ) . G rado I I .  S a l  s 6 d i -  
c a  (98% ). N ® T -5125 ,
-  C o l e s t e r o l  o l e a t o  C A ^ - c o l e s t e n - 3 - o l e a t o )  (99+%) .CH -SO ,
-  L - e ( - l e c i t i n a  ( L - o ( - f o s f a t i d i l  c o l i n a , d i o l e o i l )  . 98%. N®P- 
1 0 1 3 .
-  O i l  Red 0 .  N ® 0 -0 6 2 5 ,
d e  S igm a C h e m ic a l Com pany. S t .  L o u i s ,  MO. USA.
-  T r i t ô n  X -1 0 0 . S c i n t i l l a t o r  g r a d e .  H op)cin y W i l l i a m s .  E s s e x  
I n g l a t e r r a .
-  I n t r a l i p i d  10%. V i t rum. E s t o c o lm o .  S u e c i a .
-  H e p a r in a  5% .. R o n i,  M a d r id , E sp a n a .
-  S e p h a d e x  G -2 0 0 . P h a r m a c ia  F in e  C h e m ic a ls .  U p s a la , S u e c i a .
46.
-  C o n c a n a v a lin a  A -S e p h a r o s e .  P hm nacia  F in e  C h e m ic a ls ,  U p psa­
l a ,  S u e c ia
-  o C -m e til  m a n d s id o . P h a rm a cia  F in e  C h e m ic a ls .  U p p s a la ,  S u e c ia
-  B io  G el A - 1 ,5  m. B io  Rad L a b o r a t o r ie s .  R ichm ond. C a l i f o r n i a  
USA. .
-  C o o m a ss ie  b r i l l a n t  b l u e .  R -2 5 0 . S e r v a .  H e id e lb e r g ,  A le m a n ia
-  S i l i c a  g e l  H ( t i p o  60) s i l i c a  g e l  60 HFg,^^; S i l i c a  g e l  60 
^ ^ 2 5 4 '
-  C o l e s t e r o l  ( C h o ie s t e n - ( 5 ) - o l - (3  ) ) ,
-  R e a c t iv e  d e  F o l i n  C l o c a l t e u ,
-  D e s o x i c o l a t o  s 6 d i c o ,
-  A c id o s ,  b a s e s  y  s a l e s  i n o r g S n ic a s ,
-  S o l v e n t e s  o r g S n i c o s ,  e t c . , .  
d e  M erk. D a r m s ta d t ,  A le m a n ia .
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2.- APARATOS.
-  C o n ta d o r e s  d e  c e n t e l l e o :
. I n t e r t e c h n i q u e  3 0 0 0 2 . P l a i s i r ,  F r a n c ia  
. N u c le a r  C h ic a g o .  Mark I I
-  U l t r a c e n t r i f u g a  L 5 - 5 0 .  Beckm an I n s t r u m e n t s . P a lo  A l t o ,  
C a l i f o r n i a
. R o to r e s  50 T i ,  4 2 . 1 ,  S p in c o  2 5 .2  SW 
. T ubos d e  n i t r a t o  d e  c e l u l o s a  y  p o ly a l lo m e r .B e c k m a n  
. C o r ta d o r  d e  t u b o s . Beckm an
-  C e n t r l f u g a s :
, S o r v a l l  RC-2B 
. O r to  T o m  ax
-  E s p e c t r o f o t d m e t r o  P e r k in  E lm er  124
-  C o lo r f m e t r o  S p e c t r o n i c  7 0 .  B a u sch  and Lomb
-  B a la n z a s :
. E . M e t t l e r .  T ip o  H -1 5 . Z u r ic h  
. O e r t l i n g
~  G r a n a t a r io s :
. E .M e t t le r  
. S a r t o r i u s
-  B ano d e  in c u b a c iô n :  H eron
-  pH m etro 2 2 . R a d io m e te r .  C o p e n a g u e , D in a m a rca
-  E x te n d e d o r  d e  p l a ç a s  p a r a  c r o m a t o g r a f l a  e n  c a p a  f i n a .
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Shandom , U m p lo st
E l e c t r o f o r e s i s  en  a c e t a t o  de c e lu lo s a ,B e c k m a n  I n s tr u m e n ts  
. Câm araim ic r o z o n e  c e l l .  M odelo  R -101  
. F u e n te  de a l im e n t a c l ô n : D u o s t a t
. D e n s ltô m e tr o :  M ic ro z o n e  S c a n n in g  A tta c h m e n t . M odelo  R- 
1 0 2 .
E l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a .  B io  Rad L a b o r a to ­
r i e s .  R ichm ond , C a l i f o r n i a ,  USA
S o n ic a d o r  MSE
Colum nas d e  c r o m a t o g r a f f a .  LKB
C o le c t o r  d e  f r a c c i o n e s .  U l t r o r a c  7 0 0 0 . L K B ,S u e d  a
P ip e t a s  a u t o m â t ic a s .  P ip e tm a n . G i l s o n ,  F r a n c e . V i l l i e r s  
l e  B e l .  F r a n c ia .
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3 . -  OBTENCION DE PLASMA Y SUERO HUMANOS Y DE DIWRSOS ANIMA- 
LES.
3 . 1 . -  O b te n c lô n  d e  p la sm a s  humano y de c o n e j o  y s u e r o  hu­
m ano.
E l p la sm a  humano s e  o b tu v o  a p a r t i r  d e  l a  s a n g r e  de  
15 j ô v e n e s , d o n a n te s  v o l u n t a r i e s ,  de  e d a d  co m p ren d id a  e n t r e  -  
1 8 -2 0  a n o s , d e  cimbos s e x o s , s a n o s  y  q u e  h a b îa n  p e r m a n e c id o  en  
a y u n a s a l  m enos d u r a n te  l a s  1 2  h o r a s  a n t e r i o r e s  a l a  e x t r a c -  
c i ô n .  S e  r e c o g ie r o n  20 ml d e  s a n g r e  de ca d a  i n d i v i d u o ,  u t i l i -  
z a n d o  j e r i n g a s  de d ic h a  c a p a c id a d ,  m e d ia n t e  p u n c iô n  v e n o s a ;  -  
t a i e s  m u e s tr a s  d e  s a n g r e  s e  v e r t i e r o n  en  s e n d o s  t u b o s  d e  c e n ­
t r i f u g e  q u e  c o n t e n la n  0 ,4  ml d e  una s o l u c i ô n  a l  5% (P /V ) de -  
EDTA-Na^ ( Im g /m l de s a n g r e )  ( HATCH y  LEES, 196 8  ) .  T r a s  d e -  
l i c a d a  a g i t a c i ô n , l a s  s a n g r e s  s e  c e n t r i f u g a r o n , a te m p e r a tu r e  
a m b ia n te ,  en  una c e n t r i f u g e  O r to  T o rn a x  con  r o t o r  d e  b r a z o  
b a s c u la n t e  d u r a n te  20 min. a 3000 rpm( 6 0 0 0 x g ) . L os p la sm a s  q u e  
fo rm ab an  e l  s o b r e n a d a n te  de c a d a  t u b o ,  s e  r e c o g ie r o n  c o n  p i -  
p e t a  P a s t e u r  y  s e  g u a r d a r o n , m e z c la d o s ,  a 4®C d e s p u é s  d e  a n a -  
d i r l e  una d e te r m in a d a  c a n t id a d  d e  una s o l u c i ô n  a l  2,5% ( P /V ) 
de T h im e r o s a l  ( 0 ,1  m g/m l de p la sm a ) ( HATCH y LEES, 1 9 6 8  ) .E l  
p la sm a  hum ano s e  u t i l i z ô  p a r a  l a  o b t e n c iô n  de l i p o p r o t e i n a s  -  
m a rca d a s en  l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l ,  q u e  s e r v ir la n  de s u s -  
t r a t o  a l o s  e n s a y o s  de a c t i v i d a d  de l a  p r o t e i n a  in t e r c a m b ia -  
d o r a  de é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l .
E l p la sm a  d e  c o n e j o  s e  o b tu v o  a p a r t i r  de 6  a n im a le s
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de l a  r a z a  N ueva Z e la n d a , a l b i n o s ,  de 3 a 5 Kg d e  p e s o ,  m achos 
y  hem bras p r o c é d a n t e s  d e l  C .N .M .V .I .S .  de M ajadahonda (M adrid )  
y  de l a  C S ted ra  I I  de F i s i o l o g i a  d e  l a  F a c i l t a d  d e  M e d ic in a  de  
l a  ü n iv e r s id a d  C o m p lu ten se  de M a d rid . L os c o n e j o s  p e r m a n e c ie -  
ron  en  a y u n a s d u r a n te  l â s  1 2 -1 8  h o r a s  a n t e r i o r e s  a l a  e x t r a c -  
c i ô n ,  q u e s e  r e a l i z 6  m e d ia n te  p u n c iô n  c a r d ia c a ,  r e c o g ié n d o s e  -  
40 ml de s a n g r e  de ca d a  a n im a l .  La o b t e n c iô n  p o s t e r i o r  d e l  
p la sm a  s e  l l e v ô  a c a b o  s e g û n  e l  p r o c e d im ie n t o  d e s c r i t o  p a r a  e l  
p la sm a  hum ano, y  s e  u t i l i z ô  ig u a lm e n t e  p a r a  l a  p r e p a r a c iô n  de  
l i p o p r o t e i n a s  d e  b a j a  d e n s id a d  m a rca d a s en  l o s  é s t e r e s  de c o ­
l e s t e r o l  .
E l  s u e r o  humano u t i l i z a d o  en  n u e s t r o s  e x p é r im e n t e s  
p r o c e d la  d e l  L a b o r a t o r io  C e n t r a l  de B io q u lm ic a  d e l  H o s p i t a l  -  
C l l n i c o  de M a d rid , c o n s t i t u y e n d o  l a  p a r t e  s o b r a n t e  t r a s  l a s  -  
d i f e r e n t e s  d e t e r m in a c io n e s  a n a l ! L i c a s  a q u e  d e b la n  s e r  so m e- 
t i d o s . L as m ues t r a s  e r a n  de 1 - 2  m l p o r  i n d i v i d u o ,  m e z c lS n d o se  
t o d a s  e l l a s  e x c e p t e  l a s  q u e a s im p le  v i s t a  s e  p r e s e n t a b a n  h e -  
m o liz a d a s  o p a r e c la n  c o n t e n e z  a lgÛ n  t i p o  d e  ourbidez . La m ez-  
c l a  de s u e r o s ,  en  c a d a  o c a s i ô n ,  a lc a n z a b a  un v o lu m en  de 130 a 
2 0 0  m l,  s i e n d o  e l  nûm ero t o t a l  d e  d o u a n te s  a n û n im os s u p e r io r  
a 2000  i n d i v i d u o s .  E l s u e r o  hum ane fu e  u t i l i z a d o  en  l a  p r e p a ­
r a c iô n  d e  l i p o p r o t e i n a s  f r i a s , en  l a  o b c e n c iô n  de l i p o p r o t e i ­
n a s  m a rca d a s e n  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  y en  e l  e s t e r i f i c a d o ,  a s l  
como en  l a  o b t e n c iô n  de l a  f r a c c i ô n  p la s m à t i c a  l i b r e  de l i p o ­
p r o t e i n a s .
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3 . 2 . -  O b te n c iô n  d e  j iu e r o  de c o d o r n i z ,  r a t ô n , r a t a ,  c o b a -  
v o ,  c o n e j o ,  c a b r a ,  c a r n e r o ,  c a b a l l o ,  v a c a ,  c e r d o ,  
perro. qafcp y„ mono»
P a r a  l a  o b t e n c iô n  d e l  s u e r o  d e  l o s  a n im a le s  u t i l i -
z a d o s  en  n u e s t r o s  e x p e r i m e n t o s , l a s  s a n g r e s  r e s p e c t i v e s  s e  -
d e p o s i t a r o n  d ir e c t a m e n t e  s o b r e  e l  tu b o  d e  c e n t r i f u g e ,  que no  
c o n t e n l a  a n t i c o a g u l a n t e .  E x c e p to  p a r a  l a  c o d o r n i z ,  l a  s a n g r e  
p r o c e d e n t e  d e  l o s  i n d i v i d u o s  d e  una m ism a e s p e c l e  no  s e  m ez-  
c l ô  h a s t a  q u e  n o  s e  s e p a r a r o n  l o s  s u e r o s ,  co n  e ]  f i n  d e  d e -  
s e c b a r  a q u e l l o s  q u e  e s t u v i e r a n  h e m o l iz a d o s  o  p r e s e n t a r a n  a l -  
gu n a  o t r a  a n o r m a li d ad a p r e c i a b l e  a  s im p le  v i s t a .
La s a n g r e  d e  c o d o r n iz  s e  o b tu v o  a p a r t i r  de 60 a n i ­
m a l e s ,  m a ch o s y  h e m b r a s , lo s  c u a l e s  fu e r o n  s a c r i f i c a d o s  d e  l a  
form a n o rm a lm en te  em .p leada en  un m a ta d e r o  i n d u s t r i a l  p a r a  
p r o d u c c iô n  d e  c a r n e ,P o r  l o  e u e  e r a n  de e d a d  y p e s o  muy s i m i -  
l a r e s  u n o s d e  o t r o s .  La s a n o r e  s e  r e c o g i ô  de l a  q u e g o t e a b a  
d e l  c u e l l o ,  t r a s  c o r t a r  l a  y u g u la r  d e l  a n im a l con  u n a s  t i j e -  
r a s . P r o c e d e n c ia ;  G ra n ja  "E l C arm en", L o s N e g r a l e s , (M adrid ) .
L os r a t o n e s  s e  s a n g r a r o n  a m u e r te  p o r  p u n c iô n  c a r ­
d i a c a ,  t r a s  a b r i r  l a s  c a v id a d e s  a b d o m in a l y  t o r â c i c a , d e s p u é s  
de s e r  a n e s t e s i a d o s  en  a t m ô s f e r a  de é t e r  e t i l i c o .  S e  u s a r o n  
2 0  r a t o n e s ,  m ach os y  h e m b r a s , a l b i n o s ,  de  un p e s o  a p ro x im a d o  
de 20 g .  P r o c e d e n c i a ; C .N .M .V .I .S .  M ajadahon da (M a d r id ) .
S e  u s a r o n  4 r a t a s  de l a  r a z a  W is t a r ,  m achos y
hem bras d e  250  g ,  d e  p e s o ,  y  3 c o b a y o s ,  a l b i n o s , de  a p r o ­
x im a d a m en te  500  g .  d e  p e s o ,  c e d id o s  p o r  e l  C .N .M .V .I .S .  d e  Ma-
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ja d a h o n d a  (M a d r id )• La s a n g r e  de e s t a s  d o s  e s p e c i e s  a n im a le s  
s e  e x t r a j e r o n  m e d ia n te  p u n c id n  en  l a  v e n a  c a v a  i n f e r i o r ,  p r e -  
v ia m e n te  s e  h a b la n  a n e s t e s i a d o  en  a t m ô s fe r a  de é t e r  e t i l i c o  y 
s e  l e s  h a b la  e ü a ler to  l a  c a v id a d  a b d o m in a l. T odos l o s  a n im a le s  
s e  sa n g r a r o n  a m u e r te .
L os c o n e j o s  s e  sa n g r a r o n  p o r  p u n c iô n  c a r d ia c a  o  p o r  
p u n c iô n  en  l a  v e n a  m a r g in a l  d e  l a  o r e j a ;  en  e s t e  c a s o  s e  d e s -  
p e j ô  de p e l o  l a  z o n a , a p l i c a n d o  s e g u id a m e n te  x i . l o l  a l a  v e z  -  
q u e  s e  a c e r c ô  una lâ m p a ra ; l a  v e n a  e x p e r im e n tô  un aum ento de  
c a l i b r e  a p r e c i a b l e , p r o c e d ié n d o s e  a p u n z a r l? . co n  una a g u ja  e  
I n t r o d u c ie n d o  l a  ô r e j a  e n  una ceunpana de v i d r i o  a p r o p ia d a ,  a 
i a  q u e s e  l e  h i zo  un p eq u en o  v a c i o .  La s a n g r e  g o te a b a  d i r e c ­
ta m e n te  s o b r e  l o s  tu b o s  de c e n t r i f u g e .
E l m acho c a b r l o ,  e l  c a r n e r o  y e l  c a b a l l o  s e  s a n g r a ­
ron  m e d ia n te  p u n c iô n  en  l a  y u g u l a r ,  p e r t e n e c ie n d o  d ic h o s  a n i ­
m a le s  a l  C .N .M .V .I .S .  M ajadahonda (M adrid ) y  a l a  F a c u lt a d  d e  
V e t e r i n a r ia  de l a  Ü n iv e r s id a d  C o m p lu ten se  d e  M ad rid .
L as v a c a s  y l o s  c e r d o s  fu e r o n  de l a s  r a z a s  y  p e s o  -  
comummente d e s t in a d a s  a l a  p r o d u c c iô n  de c a m e .  L as s a n g r e s  -  
s e  o b t u v ie r o n  t r a s  e l  d e g ü e l l o  de l o s  a n im a le s  d e s p u é s  d e l  
a p u n t i l la m i e n t o  de l a  v a c a  y l a  p a r a l l z a c i ô n  p o r  d e s c a r g a  
e l é c t r i c a  d e l  c e r d o .  P r o c e d e n c ia ;  M atadero  p r iv a d o  d e  P o z u e lo  
d e  A la r c ô n  (M a d r id ) .
L os p e r r o s  s e  sa n g r a r o n  m e d ia n te  p u n c iô n  en  l a  v e n a  
s a f e n a  • P r o c e d e n c ia :  F a c u lt a d  de V e t e r i n a r ia  de l a  U n iv e r s i -
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dad C o m p lu te n se  de M a d rid .
E l  g a t o  f u e  un m acho jo v e n  q u e  s e  s a n g r ô  a m u e r te  -  
m e d ia n te  p u n c iô n  e n  l a  y u g u l a r ,  d e s p u é s  de que e l  a n im a l f u e -  
r a  a n e s t e s i a d o  co n  n e m b u ta l s ô d i c o .  P r o c e d e n c ia :  C S te d r a  I  de  
F i s i o l o g i a  d e  l a  ü n i v e r s i d a d  C o m p lu te n se  de M a d r id .
E l  mono f u e  un m acho a d u l t o  d e  C e r c o p i t h e c u s  a e -  
t h i o p s  q u e  s e  s a n g r ô  a m u e r te  m e d ia n te  d e g t l e l l o  t r a s  s e r  a n e s ­
t e s i a d o  co n  un a i n y e c c i ô n  d e  p e n t o t a l  s ô d i c o ,  P r o c e d e n c ia ;  -  
C .N .M .V .I .S .  d e  M ajadahonda (M a d r id ) .
L as s a n g r e s  s e  t u v i e r o n  u n a s  h o r a s  a t e m p e r a tu r a  am­
b i a n t e  h a s t a  fo r m a c iô n  c o m p lé ta  d e  c o S g u l o , m a n te n ié n d o s e  d e s ­
p u é s  a 4 “C d u r a n te  una n o c h e , co n  e l  f i n  d e  ciue aouel s e  r e t r a -  
j e r a .  La c e n t r i f u g a c i ô n  p o s t e r i o r  s e  l l e v ô  a c a b o  en  una c e n -  
t r l f u g a  O r to  T o r n a x , con  un r o t o r  de b r a z o  b a s c u l a n t e ,  a tem -  
p e r a t u r a  a m b ia n te  a 3000 rpm (6 0 0 0 x g )  d u r a n te  20 m in , L os s u e ­
r o s  s e  r e c o g ie r o n  co n  p i p e t a  P a s t e u r ,  m e z c lS n d o s e  y c o n s e r v S n -  
d o s e  a 4®C e n  p r e s e n c ia  de T h im e r o s a l  ( 0 ,1  m g/m l de s a n g r e ) .
L os s u e r o s  d e  l o s  d i s t i n t o s  a n im a le s  s.e u t i l i z a r o n  
p a r a  l a  o b t e n c iô n  d e  s u s  f r a c c i o e s  l i b r e s  d e  l i p o p r o t e i n a s  en  
l a s  q u e  s e  p r e t e n d i ô  d e t e c t a r  l a  p r e s e n c i a  de p r o t e in a  i n t e r -  
c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l
54.
4.- SEPAPACION DE LIPOPROTEINAS DE PLASMA O SUEFO.
4 . 1 . -  A i s la m ie n t o  de VLDL, LDL y HDL p o r  u l t r a c e n t r i -  
fu a a c iô n  p r e p a r a t i v a .
L as l i p o p r o t e i n a s  d e l  s u e r o  o  p la sm a  s e  a i s l a r o n  p o r  
u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  (HAWL y c o l ,  1 955) , d e s p u é s  d e  a j u s t a r  su
d e n s id a d  a l o s  v a l o r e s  q u e s c  c o r r e s p o n d e n  co n  l o s  i n t e r v a l o s  
de d e n s id a d  d e  l a s  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  p o r  me­
d io  de l a  a d i c iô n  de KBr s ô l i d o  ( RADDING y STEIMBERG, 1960  ; 
HATCH Y LEES, 1 9 6 8 ) .
L as l i p o p r o t e i n a s  d e  muy b a j a  d e n s id a d  (VLDL) s e  s e ­
p a ra ro n  p o r  f l o t a c i ô n  d e s p u é s  d e  a j u s t a r  e l  p la sm a  o s u e r o  a 
d = l ,0 0 6  g /m l en  un r o t o r  50 T i en  una u l t r a c e n t r i f u g a  L 5 -5 0  
de BecJcman . La u l  t r a c e n  t r i  f  u g a c iô n  s e  r e a l i z ô  a 40J300 rpm 
(1 4 0 0 0 0  X g ) , d u r a n te  1 8 -2 0  h o r a s ,  a 4®C y a una p r e s iô n  atm os  
f é r i c a  i n f e r i o r  a 1 mm d e  m e r c u r io  . La f r a c c iô n  VT,DL s e  obtuvo  
c o r ta n d o  e l  tu b o  p o r  m ed io  d e  u p  c o r t a d o r  de tu b o s  B eclcm an .P ara  
c o n c e n t r a r  e s t a  f r a c c iô n  l i p o p r o t e i c a ,  a l a  v e z  que p e r m ite  
e l i m i n a r  p o s  ib  l e s  c o n t a m in a c io n e s  de LDI., s e  u l  t r a c e n  t r  i f  ugô  de  
n u ev o  to d a  l a  VLDL r e c o g id a  a n t e r io r m e n t e  a d= 1 ,0 0 6  g /m l e n  la s  
m ism as c o n d ic lo n e s  a n t e s  d e s c r i  t a s .
P a ra  a i s l a r  l a s  l i p o p r o t e i n a s  d e  b a j a  d e n s id a d  (LDL) 
l a  p a r t e  i n f e r i o r  de c a d a  tu b o  d e  c e n t r i f u g e , r é s u l t a n t e  de l a  
s e p a r a c iô n  d e  VLDL s e  a j u s t ô  a d= 1 ,0 6 3  g /m l m e d ia n te  l a  a d i -  
c iô n  d e  KBr s ô l i d o  ( 8 3 ,1  mg d e  KBr p o r  ml d e  l a  f r a c c iô n  de  
d= 1 ,0 0 6  g /m l ) . La u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  s e  r e a l i z ô  a 140J000 x g 
d u r a n te  2 0 - 2 2  h o r a s  en  i d é n t i c a s  c o n d i c io n e s  d e  te m p e r a tu r e  y
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p r e s i ô n  . La LDL s e  o b tu v o  c o r t a n d o  e l  tu b o  como s e  i n d i c a  
a n t e r io r m e n t e  y l a  f r a c c i ô n  LDL s e  c o n c e n t r é  m e d ia n te  una  
se g u n d a  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a l a  m ism a d e n s id a d .
L as l i p o p r o t e i n a s  d e  a l t a  d e n s id a d  (HDD s e  a i s l a ­
ron  a j u s t a n d o  la  p a r t e  i n f e r i o r  de i l o s  tu b o s  r é s u l t a n t e s  de  
l a  s e p a r a c iô n  de LDL a l a  d e n s id a d  1 ,2 1  g /m l , a n a d ie n d o  235 ,1  
mg de KBr p o r  m l . La u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  s e  r e a l i z ô  en  idén­
t i c a s  c o n d i c io n e s  d e  v e l o c i d a d ,  t e m p e r a tu r e  y p r e s i ô n ,  p e r o  
p o r  un p e r io d o  d e  4 0 -4 4  h o r a s .
P a ra  a i s l a r  LDL y '7LDL j u n t a s ,  e l  p la sm a  o  s u e r o  
s e  l l e v ô  a d e n s id a d  1 ,0 5 0  g /m l  a n a d ie n d o  6 3 ,4  m g/m l de KBr. 
T odas l a s  o p e r a c io n e s  s e  r e a l i z a r o n  s e g û n  e l  p r o c e d im ie n t o  
d e s c r i t o  a n t e r io r m e n t e .  La u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  s e  h i z o  p o r  
un p e r io d o  de 2 0  h o r a s .
Cuando HDL s e  u s é  com o r e c e p t o r  en  e l  in te r c a u n b io  
d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  s e  s é p a r é  en  un i n t e r v a l o  de d e n s ^  
dad e n t r e  1 ,0 7 0  y  1 ,2 1  g /m l . P la sm a  o  s u e r o  c o m p le te  s e  -  
a j u s t a r o n  a d e n s id a d  1 ,0 7 0  a n a d ie n d o  94 mg de KBr /  m l,  u ltr a  
c e n t r i f u g a n d o s e  s e g u id a m e n te  a 40j000 r p m  d u r a n te  22 h o r a s .  
F i n a l i z a d o  d ic h o  p e r io d o  d e  t i e m p o ,  l a  p a r t e  i n f e r i o r  d e  l o s  
tu b o s  s e  a j u s t é  a  l a  d e n s id a d  1 ,2 1  g /  ml a n a d ie n d o  2 2 4 ,2  mg 
de KBr /  ml , v o l v i e n d o s e  a u l t r a c e n t r i f u g a r  e n  l a s  m ism as  
c o n d i c io n e s  d u r a n te  40 h o r a s .
Con e l  f i n  d e  r e t i r e r  e l  e x c e s o  de KBr t r a s  l a s  d i  
v e r s a s  c e n t r i f u g a c i o n e s , l a s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  s e  d i a  
l i z a r o n  en  tu b o s  w i s k i n g ,  s u c e s iv a m e n t e  f r e n t e  a ag u a  d e s t i -  
la d a  , N aC l 0 ,1 5  M + N a2  EDTA ImM y tam pôn f o s f a t o  0 , 1  M
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y  pH 7 , 4 .  L as l ip o p r o t e i n a s  a i s l a d a s  s e  g u a rd a ro n  a 4®C con  
0 , 1  mg de t h im e r o s a l  p o r  ml d e  s o l u c i ô n .
4 . 2 . -  C om p rob aci6 n de l a  p u r e z a  de l a s  f r a c c io n e s  l i p o ~ 
p r o t i c a s  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  s o b r e  t i r a s  d e  a c e t a ­
t o  de c e l u l o s a .
Con e l  f i n  de com probar l a  p u r e z a  de l a s  f r a c c i o  
n é s  l i p o p r o t e i c a s  a i s l a d a s  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n , s e  p r o c e  
d i ô  a r e a l i z a r  una e l e c t r o f o r e s i s  s o b r e  a c e t a t o  d e  c e l u l o s a ,  
(KOHN,195 7) de l o s  d i v e r s o s  t i p o s  de p r o t e i n a s .  Se  u t i l i z ô  
una cama d e  e l e c t r o f o r e s i s  M ic r o z o n e  c e l l ,  m o d e lo  R -101 de  
Beckman , a l a  q u e  s e  l e  a c o p lô  una f u e n t e  d e  a l im e n t a c iô n  
de v o l t a j e  c o n t i n u e .  S e  a p l i c a r o n  s o b r e  l a  t i r a  d e  a c e t a t o  de 
c e l u l o s a  2 0 / i l  d e  l a  s o l u c i o i i e s  c o n t e n ie n d o  f r a c c io n e s  l i p o ­
p r o t e i c a s  a i s l a d a s  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  y  o t r o s  2 0  / i l  d e  
s u e r o  s e  u sa r o n  como r e f e r e n d a .  La e l e c t r o f o r e s i s  s e r e a l ib ô  
a 300 v o l t i o s  y  5 - 7  mA d e  c o r r i e n t e  de s a l i d a ,  d u r a n te  2 5m in  
a p r o x im a d a m e n te .
D e sp u é s  de f i j a r  y t e n i r  con  l a s  s o l u c i o n e s  a d e c u a  
d a s ,  l a s  b a n d a s s e  d e t e c t a r o n  m e d ia n te  un d e n s itô m e tr o  (Beckman 
m o d e lo  R 1 0 2 ) , co m p rob an d ose  q u e  l a s  l i p o p r o t e i n a s  de b a j a  
d e n s id a d  t e n f a n  una m o v i l id a d  e l e c t r o f o r é t i c a  p , l a s  ;de 
a l t a  d e n s id a d ,  oC y  l a s  de muy b a j a  d e n s id a d ,  p r e - p  , p u é s  
m ig ra b a n  e n  una ban d a  in m e d ia ta m e n te  a n t e r i o r  a l a  ^
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S . -  PREPARACION DE PLASMA LIBRE PE LIPOPROTEINAS.
5 . 1 . -  P o r  u l t r a c e n t r i f u ç r a c lô n  a d = l ,2 5  g /m l .
T a n to  l a s  l i p o p r o t e t n a s  humanas como l a s  de l e s  a n i ­
m a le s  u t i l i z a d o s  en  n u e s t r o s  e x p é r im e n t e s ,  s e  a i s l a r o n  p o r  -  
u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a j u s t a n d o  l a  d e n s id a d  d e l  p la sm a  o  s u e r o  
a 1 ,2 5  g /m l  co n  KBr s ô l i d o .  De e s t a  m anera s e  s e p a r a n  t o d a s  -  
l a s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  (VLDL7LDL y  HDD q u e a p a r e c e n  
f l o t a n d o  en  e l  tu b o  de u l t r a c e n t r î f u g a , m ie n t r a s  q u e e n  l a  
p a r t e  i n f e r i o r  d e l  m ism o p erm a n ecen  e l  r e s t o  de p r o t e i n as p l a s -  
m â t ic a s  i n c l u i d a  l a  a lb û m in a  l i g a d a  a â c id o s  g r a s o s  l i b r e s .
La f r a c c i ô n  p la s m S t ic a  l i b r e  de l i p o p r o t e î n a s , que  
c o n t i e n e  en  e l  hom bre y  en  a lg u n a s  e s p e c i e s  a n im a le s  l a  p r o t e l -  
na i n te r c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l ,  s e  r e c u p e r ô  d e l  
p la sm a  o  s u e r o  d e  l o s  m ism os p o r  a d i c iô n  de 3 9 6 ,7  mg d e  KBr 
p o r  m l ( PADDING y STEINBERG, 1 9 6 0 ) .  S e  l l e n a r o n  l o s  tu b o s  de  
u l t r a c e n t r î f u g a ,  c o m p le tâ n d o s e  co n  una s o l u c i ô n  de d e n s id a d  
1 ,2 5  g /m l  a q u e l l o s  d e  l o s  q u e  n o  s e  d i s o o n i a  c a n t id a d  s u f i c i e n -  
t e  de s u e r o ;  s e  ta p a r o n  h e r m é t ic a m e n te  y s e  u l t r a c e n t r i f u g a r o n  
a 4 0 .0 0 0  rpm ( 1 4 0 . OOOxg) d u r a n te  44 h .  d e  i g u a l  form a a com o 
s e  d e s c r i b e  en  e l  a p a r t a d o  4 . 1 .  F in a l i z a d a  l a  u l t r a c e n t r i -  
f u g a c i ô n ,  s e  r e t i r a r o n  l a s  l i p o p r o t e î n a s  de l a  p a r t e  s u p e r i o r  
d e sD u é s  de c o r t a r  e l  tu b o  de l a  form a in d ic a d a  en  d ic h o  a p a r ­
t a d o ,  y  l a  p a r t e  i n f e r i o r  s e  d i a l i z ô  f r e n t e  a ag u a  d e s t i l a d a
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NaCl 0 ,1 5  M + Na^-EDTA 1 mM y tam oôn f o s f a t o  0 ,1  M, pH 7 , 4 .  
T erm inad a l a  d l â l i s i s ,  l a s  d i v e r s a s  f r a c c i o n e s  p la s m â t i c a s  -  
l i b r e s  de l i p o p r o t e î n a s  s e  c o n s e r v a r o n  a 4°C en  p r e s e n c ia  de  
T h im e r o s a l .
5 . 2 . -  P or  p r e c i p i t a c i C n  con  d e s o x i c o l a t o  s ô d ic o  y  c lo r u r o  
de m a g n e s io .
La f r a c c iô n  p la s m S t ic a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e î n a s  s e  -  
p r é p a r é  ta m b iën  m e d ia n te  p r e c i p i t a c i ô n  de l a s  l i p o p r o t e î n a s  
co n  d e s o x i c o l a t o  s é d i c o  y c lo r u r o  de m a g n e s io  (BÜRSTEIN y  
W R F IN , 1 9 7 1 ) . A 10 m l de s u e r o  s e  a n a d ie r o n  2 ml de una s o l -  
l u c iô n  de d e s o x i c o l a t o  s ô d ic o  a l  1 0 % ( c o n c e n t r a c iô n  f i n a l  en  
s u e r o : 2 %), s e  a g i t é  d u r a n te  u n o s s e g u n d o s  y s e  a n a d ié  1  m l de  
una s o l u c i ô n  de MgClg 2 M ( c o n c e n t r a c iô n  f i n a l  en  s u e r o : 0 , 2 M ). 
S e a g i t é  de n u ev o  b a s t a  l a  a o a r ic i ô n  de l a  t u r b id e z  p r o p ia  de  
un o r e c i p i t a d o .  D e sp u é s  de una h o r a  a te m p e r a tu r a  a m b ia n t e ,s e  
c e n t r i f u g é  a 3 .0 0 0  rpm (O.OOOxc) d u r a n te  20 m in u t e s . Se  r e t i ­
r é  e l  s o b r e n a d a n te  o u e  s e  g u a r d é  a 4 “C y s e  v o l v i é  a c e n t r i -  
fu g a r  a l a s  24 h o r a s , d i a l i z â n d o s e  se g u id ê im en te  c o n t r a  N aC l -  
0 ,1 5  M p r im e r o  y c o n t r a  tam pôn f o s f a t o  d e s p u é s .  E l vo lu m en  
f i n a l  s e  a n o tô  p a r a  r e f e r i r l o  en  su  m om ento a la  c a n t id a d  de 
s u e r o  d e  p a r t i d a .
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6 . -  SEPARACION DE LOS LIPIDOS DEL SUERO POR CPOMATOGRAFIA 
DE ADSORCICftI EN CAPA FINA.
L os I f p l d o s  t o t a l e s  d e  s u e r o  o d e  f r a c c i o n e s  l i p o ­
p r o t e i c a s  a i s l a d a s  s e  e x t r a ^ e r o n  con  e t a n o l :  é t e r  d e  p e t r 6 -
l e o ; a g u a  (THOMPSON y  c o l , 1 9 7 1 ) ,  e n  l a s  n r o p o r c io n e s  1 :2  : l ( v /v /v )  .
S e  b an  u t i l i z a d o  como s o p o r t e . (e n  p l a ç a s  de 20X20 cm) 
l o s  g e l e s  de s i l i c e  H, G, HF^g^ y P F ^ g^ , to d o s  d e l  t i p o  6 0 ,  en  
r a z ô n  d e  l a  c a n t id a d  t o t a l  de I f p i d o  a s e p a r a r  y d e l  r e v e l a d o r  
a u s a r ,  a c t iv a n d o s e  a 1 1 0 ®C, d u r a n te  1 b o r a .
L as m u e s tr a s  s e  a p l i c a r o n  c o n  p i p e t a  a u to m S t ic a  a 1 cm 
a p ro x im a d a m en te  d e  un e x tr e m o  d e  l a  p l a ç a .  En t o d o s  l o s  c a s o s  
s e  d e s a r r o l l a r o n ,p a r a l e i a m e n t e , m u e s t r a s  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  y 
c o l e s t e r o l  o l e a t o  q u e  s i r v i e r o n  d e  r e f e r e n d a .  La f a s e  m ô v i l  -  
p a r a  e l  d e s a r r o l l o  d e  l a s  m u e s t r a s  e s t a b a  c o n s t i t u i d a  p o r  l a  -  
m e z c la  de d i s o l v e n t e s  s i g u i e n t e :  H e x a n o : é t e r  e t f l i c o ; â c i d o  a c é  
t i c o  (CARROL, 1 9 7 6 ) ,  en  l a s  p r o p o r c io n e s  6 0 ; 6 0 ; 1 ( v ; v : v ) . A l o s  
4 0 -4  5 m in u t e s ,  s e  l l e v a r o n  a r e v e l a r ,  b i e n  en  a t m é s f e r a  de Ig  
s ô l i d o  o  b i e n  co n  lâ m p a ra  u l t r a v i o l e t s .  La l o c a l i z a c i ô n  de l o s  
d i f e r e n t e s  g r u p o s  d e  l l p i d o s  s e  b i z o  a p a r t i r  d e  l a  d i s t a n c i a  
r e c o r r i d a  en  l a  p l a ç a  p o r  l o s  m ism os ( R x ) , en  r e l a c i ô n  con  l a s  
d i s t a n c i a s  r e c o r r i d a s  p o r  l a s  s u s t a n c i a s  p a t r ô n  u s a d a s  a l  e f e c  
t o ,  o  b i e n ,  p o r  s u  d i s t a n c i a  r e c o r r i d a  (R f) en  r e l a c i ô n  a l a  -  
q u e  r e c o r r i ô  l a  m e z c la  d e  d i s o l v e n t e s .  L os l l p i d o s  s e  r é c u p é r a  
ro n  d e  l a  g e l  d e  s i l i c e  e lu y e n d o  é s t a  con  c lo r o f o r m o  s o b r e  un 
p a p e l  de f i l t r o  Wbatman n ® l.
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7.- DETERMINACIONES QüIMICAS.
7 . 1 . -  C o l e s t e r o l .
E l m éto d o  d e  s a p o n l f i c a c i ô n  u t i l i z a d o  fu é  e l  d e s c r i -  
t o  p o r  A b el 1 y  c o l . ( 1 9 5 2 ) ,  m e d ia n te  e l  c u a l  s e  o b t i e n e  l a  h i -  
d r ô l i s i s  t o t a l  de l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  d e l  p la sm a  o  s u e r o  
o  d e  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  a i s l a d a s .
E l c o l e s t e r o l  s e  m id id  p o r  e l  m éto d o  de Zak y c o l .  
( 1 9 5 4 ) .  La a b s o b a n c ia  s e  l e y é  a 560 nm, a ju s t .a n d o s e  l o s  b l a n -  
c o s  a c e r o .  La c u r v a  e s t a n d a r  s e  r e a l i z é  a  p a r t i r  d e  una s o l u  
c i é n  p a tr o n  de 5 mg de c o l e s t e r o l  p o r  ml d e  e t a n o l  a b s o lu t o .  
Como r e f e r e n d a ,  50 /ug de c o l e s t e r o l  d i e r o n  una d e n s id a d  é p t l  
c a  d e  0 ,3 8  en  un S p e c t r o n i c  7 0 .
7 . 2 . -  F o s f o l l p i d o s .
E l m éto d o  u t l i z a d o  p a r a  raed ir  f o s f o l f p i d o s  fu é  e l  de  
B a r l e t t  ( 1 9 5 9 ) ,  m o d if ic a d o  p o s t e r io r m e n t e  p o r  M o rr iso n  ( 1 9 6 4 ) .  
La a b s o r b a n c ia  s e  l e y é  a 820 nm. La c u r v a  e s t a n d a r  s e  r e a l i z é  
cnn  una s o l u c i ô n  p a tr ô n  d e  KH.,PO^, c u y a  c o n c e n t r a c iô n  d e  f é s f o  
r o  e r a  d e  160 /u g /m l;  2/ug de f é s f o r o  d ie r o n  una d e n s id a d  é p t i c a  
de 0 , 3 3 ,  a p ro x im a d a m e n te .
7 . 3 . -  P r o t e i n a .
P a ra  m e d ir  una m u e s tr a  de una s o l u c i ô n  p r o t e i c a  que  
c o n t u v i e s e  d e  0 ,4  a 10 mg de p r o t e in a  t o t a l  s e  u t i l i z ô  e l  mé­
t o d o  d e l  B i u r e t  (GORN^L y  c o l .  , 1 9 4 9 ) y  cuzm do l a  c o n c e n t r a ­
c iô n  e r a  aûn m enor s e  u t i l i z ô  e l  m éto d o  de Lowry y c o l .  ( 1 9 5 1 ) .  
L a s l e c t u r a s  de l a s  a b s o r v a n c ia s  s e  r e a l i z a r o n  a 550  y 740 nm, 
r e s p e c t iv a m e n t e .  L a s  s o l u c i o n e s  p a tr ô n  s e  p r e p a r a r o n  co n  BSA.
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8.- fŒDIDA DE RADIACTIVIDAD.
S e  u t i l i z ô  com o c o l e s t e r o l  r a d i a c t i v o  e l  (1  ,2  ( n ) -  
- ^ H ) - c o l e s t e r o l ;  c ô d ig o  TRK. 330 de The R a d io c h e m ic a l  C e n t r e ,  
Am ersham , de a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  43 C i/m m o l (1 1 1  m C i/m g ). D i 
s u e l t o  e n  t o l u e n o  s e  g u a r d ô  a 4®C d u r a n te  to d o  e l  p e r io d o  e x ­
p e r im e n t a l .  A n te s  d e  c a d a  m a r c a je  d e  p la sm a  o  s u e r o  o  d e  f r a c  
c l o n e s  l i p o p r o t e i c a s  a i s l a d a s ,  e l  ^ H - c o l e s t e r o l  s e  r e p u r i f i c ô  
p o r  c r o m a t o g r a f la  e n  c a p a  f i n a  s o b r e  g e l  de s i l i c e  . Se
a p l i c ô  e n  c a d a  o c a s i ô n  l a  c a n t id a d  de un m i l l ô n  d e  cpm p o r  ml 
de m u e s tr a  a in c u b a r  y  s e  d e s a r r o l l ô  co n  l a  m e z c la  d e  d i s o l ­
v e n t e s  form ad a p o r  h e x a n o i é t e r  e t i l i c o :  S c id o  a c é  t i c o  en  l a s  -- 
p r o p o r c io n e s  6 0 : 4 0 : 1  ( v e r  M a t e r ia l  y  M é to d o s , a p a r ta d o  6 ) .  A l 
m enos e l  9 8,76%  d e  l a  r a d i a c t i v i d a d  s e  e n c o n t r ô  e n  la  banda de 
c o l e s t e r o l  l i b r e .
Se u t i l i z a r o n  d o s  t i p o s  d e  l i q u i d e s  d e  c e n t e l l e o :  
e l  d e  T o lu e n o ,  fo rm a d o  p o r  5 g » d e  PPO, 50 mg d e  POPOP y 10 0 0  cc  
de t o lu e n o ;  y e l  de  T r i t ô n ,  form ad o  p o r  5g  de PPO, 50 mg de  
POPOP, 3 3 3 ,3  ml d e  t r i t ô n  X -1 0 0  y  6 6 6 , 6  ml de t o l u e n o .  E s t e  
û l t im o  s e  e m p le ô  cu a n d o  l a s  m u e s tr a s  r a d i a c t i v a s  c o n t e n la n  agua
S e  u t i l i z a r o n  d o s  c o n t a d o r e s  de c e n t e l l e o :  un N u c le ir  
C h ic a g o  Mark I I  y  un I n t e r t e c h n i q u e  3 0 0 0 L . L as m u e s tr a s  s e  m i-  
d ie r o n  p o r  p é r io d e s  d e  1  a  1 0  m in u t e s ,  s e g u n  s u  c o n t e n id o  en  
r a d i a c t i v i d a d  y un a  o  d o s  v e c e s  en  r a z ô n  d e l  t ie m p o .  S e  u t i l i  
z a r o n  v i a l e s  de c e n t e l l e o  d e  v i d r i o  o  d e  p l â s t i c o ( d e s e c h a b l e s ) . 
A t o d a s  l a s  m u e s tr a s  s e  l e s m id iô  l a  e s t a n d a r d  e x t e r n a .  La e f i  
c i e n c i a  de l o s  c o n t a d o r e s  f u é  d e l  30% a p r o x im a d a m e n te .
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-9 PREPARACION "IN VITRO" DE FRACCIONES LIPOPROTEICAS 
MAP.CADAS EN EL COLESTEROL LIBRE Y /0  EN LOS ESTERES 
DE COLESTEROL.
9 . 1 . -  F r a c c io n e s  m a rca d a s en  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e .
Se  in c u b a r o n  con  ^ H -c o le s te r o l(a p r o x im a d a m e n te  10® 
cpm /m l) s u e r o  humano c o m p le te  o  l i p o p r o t e î n a s  p r e v ia r a e n te  -  
a i s l a d a s  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  ( M a te r ia l  y  M é to d o s , a p a r ta  
do 4 . 1 ) .  L as f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  u t i l i z a d a s  en  e l  m ar- 
c a j e  fu e r o n :  VLDL (d  1 , 0 0 6 ) ,  LDL ( 1 ,0 0 6  d 3 , 0 5 0 ) ,  VLDL + 
LDL (d  1 ,0 5 0 )  y  HDL ( 1 ,0 7 0  d 1 , 2 1 ) .  P a ra  i n h i b i r  r e s t e s  
de a c t i v i d a d  LCAT, l a s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  s e  in c u b a ­
r o n ,  p r e v ia m e n t e ,  d u r a n te  1 6  2 h o r a s  a 3 7 ®C en  p r e s e n c ia  
d e  0 ,2 8  mM de DTNB (STOKE y NORÜM, 1 9 7 1 ) .  L as l ip o p r o t e î n a s  
s e  m arcaron  se g u id c u n e n te  co n  - c o l e s t e r o l  ( r e p u r i f i c a d o ,  
v e r  M a t e r ia l  y  M é to d o s , a p a r ta d o  8 ) d i s u e l t o  en  e t a n o l  ab ­
s o l u t o  (CHAJEK y  FIELDING, 1 9 7 8 ) ,  que s e  é v a p o r é  b a j o  oorrien  
t e  de n i t r ô g e n o ,  y  s e  in c u b a r o n  a 3 7 “C d u r a n te  3 h o r a s . La 
I n c o r p o r a c ié n  a l a s  l i p o p r o t e î n a s  d e l  c o l e s t e r o l  t r i t i a d o  se  
m id iô  c o n ta n d o  a l l c u o t a s  a d i v e r s e s  t i e m p o s .
E l c o n t r o l  de a u s e n c ia  d e  e s t e r i f i c a c i ô n  s e  reàL i- 
zô  m e d ia n te  c r o m a t o g r a f la  en  c a p a  f i n a  e n c o n t r S n d o s e , en  
t o d o s  l o s  c a s o s  , mâs d e l  99% d e  l a  r a d i a c t i v i d a d  en  form a  
d e  c o l e s t e r o l  l i b r e .
9 . 2 . -  F r a c c io n e s  m a rca d a s e n  e l  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o
P a ra  o b t e n e r  l i p o o r o t e i n a s  m arcad as e n  e l  c o l e s t e ­
r o l  e s t e r i f i c a d o ,  s u e r o  o p la sm a  humano o s u e r o  de c o n e jo  s e
6 3 .
in c u b a r o n  c o n  c o l e s t e r o l  im p reg n a d o  en  un d i s c o  d e  p a p e l  
de f i l t r o  Whatman n® l ( NILSSON y ZILVEPSMIT, 1 9 7 2 ) d u r a n te  
p e r io d o s  c o m p r e n d id o s  e n t r e  2 0 -4  8 h o r a s .
L a s c u r v a s  de in c o r p o r a c i é n  y e s t e r i f i c a c i ô n  s e  
o b t u v ie r o n  a p a r t i r  d e  l o s  d a t o s  a p o r t a d o s  p o r  e s t o s  e x p e -  
r im e n t o s  . A l l c u o t a s  d e  1 0 0  / i l  de  p la sm a  s e  e x t r a l a n  en  10 
ml de é t e r  d e  p e t r ô l e o  a d i s t i n t o s  t ie m p o s ;  1 ml p o r  d u -  
p l i c a d o  s e  c o n t a b a d ir e c t a m e n t e  ( in c o r p o r a c ié n )  y  e l  r e s t o  
s e  a p l i c a b a  en  p l a ç a s  d e  c r o m a t o g r a f la  en  c a p a  f i n a ,  c o n ta n  
d o s e  s o b r e  T r i t é n  X -100  , l a s  b a n d a s c o r r e s p o n d i e n t e s  a l  c o ­
l e s t e r o l  l i b r e  y  a l  e s t e r i f i c a d o  y  c a l c u l a n d o s e  s e g u id a m e n te  
l a  r e l a c i ô n  e x i s t a n t e  e n t r e  e l l o s  ( e s t e r i f i c a c i ô n ) . F i n a l i ­
za d a  l a  in c u b a c iô n  s e  p r o c e d iô  a l  a i s l a m i e n t o  de l a s  l ip o p r o  
t e i n a s  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  ( a p a r ta d o  4 . 1 . de M a t e r ia l  y  
Mé t o d o s  ) .
La r a d i a c t i v i d a d  t o t a l  c o n t e n id a  e n  l a s  d i s t i n t a s  
f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  s e  m id iô  c o n ta n d o  una a l î c u o t a  de  
l a s  m ism as y  l a  r e l a c i ô n  d e  e s t e r i f i c a c i ô n  s e  c a l c u l é  p o r  e l  
p r o c e d im i e n t o , v a r i a s  v e c e s  d e s c r i t o ,  de  s e p a r a c iô n  de l o s  
l l p i d o s  p o r  c r ô m a t o g r a f la  e n  ca p a  f i n a .
P a ra  com probar e l  in t e r c a m b io  " in  v i t r o "  de é s te r e s  
d e  c o l e s t e r o l  e n t r e  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  a i s l a d a s ,  s e  
n e c e s i t a r o n  o b t e n e r  l i p o p r o t e î n a s  co n  un a l t o  c o n t e n id o  en  
é s t e r e s  d e  ^H- c o l e s t e r o l  ( mSs d e l  95% ). L a s f r a c c i o n e s  
l i p o p o r t e i c a s  m a rca d a s u t i l i z a d a s  e n  e s t e  t i p o  de e x p e r im e n -  
t o s  f u e r o n  LDL o  VLDL + LDL hum anas o  de c o n e j o ,  que s e
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o b t u v le r o n  p r im er a m en te  m a rca d a s t a n t o  en  e l  c o l e s t e r o l  
l i b r e  como en e l  e s t e r i f i c a d o ;  p a r a  e l l o  s e  p r o c e d iô  de l a  
m anera d e s c r i t a  mSs a r r i b a .
E s t a s  f r a c c i o n e s  s e  e n r iq u e c i e r o n  en  c o l e s t e r o l  
e s t e r i f i c a d o  r a d i a c t i v o  m e d ia n te  l o s  p r o c e d im ie n t o s  que s e  
d e s c r ib e n  en  l o s  s u b a p a r ta d o s  s .1 g u le n t e s .
9 . 2 . 1 . -  I n c u b a c iô n  con  HDL Humana f r l a .
L as f r a c c io n e s  l i p o p r o t e i c a s  m a rca d a s s e  l l e v a r o n  
a in c u b a r  a 37®C c o n  HDL f r f a  (PATTNAIK y  c o l ,  1 9 7 8 ) , p o r  
p e r io d o s  co m p r en d id o s  e n t r e  3 y 24 h o r a s ,  en  l a  p r o p o r c iô n  
de  u n a s 20 v e c e s  en  e x c e s o ,m e d id a  en  c o l e s t e r o l  t o t a l ,  con  
e l  f i n  de que e l  in t e r c a m b io  e s p o n tS n e o  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  
p r o d u j e r a  una d is m in u c iô n  d e l  m ism o en  l a s  »l i p o p r o t e î n a s  
m a r c a d a s . ‘
T ra s l a  in c u b a c iô n ,  s e  s e p a r a r o n  de n u ev o  p o r  u l t r a  
c e n t r i f u g a c i ô n  a d e n s id a d  1 ,0 5 0  g /  m l m id ié n d o s e ,  m e d ia n te  
c r o m a t o g r a f la  e n  c a p a  f i n a ,  l a  n u ev a  r e l a c i ô n  e n t r e  e l  c o l e s  
t e r o l  l i b r e  y  e l  e s t e r i f i c a d o  . ( T a b la s  1 y  2 ) .
9 . 2 . 2 . -  I n c u b a c iô n  co n  e r i t r o c i t o s  hu m anos.
E l  o t r o  p r o c e d im ie n t o  u t i l i z a d o  e n  l a  d i s m in u c iô n  
d e l  c o n t e n id o  en  c o l e s t e r o l  l i b r e  r a d i a c t i v o  de l a s  f r a c c io ­
n e s  l i p o p r o t e i c a s  m arcad as f u é  l a  in c u b a c iô n  d e  l a s  m ism as  
co n  e r i t r o c i t o s  h u m an os, l o s  c u a l e s  s e  p r e p a r a r o n  de l a  s i ­
g u i e n t e  m anera:
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TABLA 1 CONTENIDO EN COLESTEROL LIBRE RADIACTIVO DE LA FRAC- 
CIOW DE DENSIDAD 1 , 0 0 6 - 1 , 0 6 3  (LDL) HUMANA ANTES Y - 
DESPUES DE SU INCUBACION CON HDL PRIA HUMANA.
A n te s D e sp u é s
^H-LDL (cpm) 1 5 0 .0 0 0 9 4 .8 3 0
% de r a d i a c t i v i d a d  
en e l  c o l e s t e r o l  
l i b r e . 4 2 ,0 9 ,0
% de r e c u p e r a c iô n  
m ed id o  e n  c o l e s t e ­
r o l  e s t e r i f i c a d o . 9 9 ,2
La in c u b a c iô n  s e  r e a l i z ô  a 3 7 “C d u r a n te  3 h . y  en  l a s  p r o p o r c io n e s  
d o n a n te  : r e c e p t o r  d e  1 : 2 0  m ed id o  en  c o l e s t e r o l  t o t a l .  ^H-LDL s e  
r e c u p e r ô  de n u e v o  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a 1 4 0 . OOOxg d u r a n te  2 2 h .  „
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TABLA 2 . -  CONTENIDO EN COLESTEROL LIBRE RADIACTIVO E® LA FRAC- 
CION DE DENSIDAD MENOR DE 1 ,0 6 3  G/ML (VLDL+LDL) HU­
MANA ANTES Y DESPUES DE SU INCUBACION CON HDL PRIA - 
HUMANA.
A n te s D e sp u é s  d e  l a  
1 “ in c u b a c iô n .
D e s p u é s  d e  l a  
2 " in c u b a c iô n
^H-(VLDL+LDL) 
(cpm ) 2 . 9 1 9 .6 0 0 7 0 1 .6 0 0
% d e  r a d i a c t i v i ­
d ad  en  e l  c o l e s ­
t e r o l  l i b r e . 8 0 ,5 5 4 2 ,4 2 4 ,3
% d e  r e c u p e r a ­
c iô n  m e d id o  en  
c o l e s t e r o l  e s t e ­
r i f i c a d o . 9 3 ,5 2
La in c u b a c iô n  s e  r e a l i z ô  a 3 7 *C d u r a n t e  3 h . y  en  l a s  p r o p o r c io ­
n e s  d o n a n t e : r e c e p t o r  d e  1 : 2 0 ,  m e d id o  e n  c o l e s t e r o l  t o t a l .  VLDL 
y  LDL s e  s e p a r a r o n  d e  HDL p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a d e n s id a d  -
1 ,0 6 3  g  / m l .
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S an g  r e  hu inana, p r o c é d a n t e  d e l  B a n co  de S a n g r e  d e l  
H o s p i t a l  C l i n i c o  d e  M a d r id , s e  c e n t r i f u g é  a 6j000 x  g d u r a n te  
15 m in u t o s . S e  d e s e c h ô  e l  p la sm a  y l a  c a p a  d e  g l ô b u lo s  b la n -  
c o s . E l  p r e c i p i t a d o  fo rm a d o  p o r  l o s  h e m a t f e s ,  s e  l l e v 6  a un 
e r le n r o e y e r  y  s e  a n a d ie r o n  4 v o lû m e n e s  d e  iuna s o l u c i ô n  de  
T y ro d e  m o d i f i c a d a , a g i t â n d o s e  c u id a d o s a m e n t e . Se  v o l v i ô  a 
c e n t r i f u g a r  y  s e  a n a d iô  d e  n u ev o  T y ro d e  , r e p i t i e n d o s e  e s t e  
la v a d o  h a s t a  q u e  d e s a p a r e c la  to d a  l a  h e m o g lo b in s  p r o v e n i e n t e  
d e  l o s  e r i t r o c i t o s  h e m o l iz a d o s .  L os g l ô b u lo s  r o j o s  s e  q u a r -  
d a r o n  co n  d o s  v o lû m e n e s  de T y ro d e  a 4 "C.
La e x t r a c c i ô n  de l o s  l l p i d o s  t o t a l e s  de l a  membra 
na e r i t r o c i t a r i a ,  p a r a  m e d ir  s u  c o n t e n id o  en  c o l e s t e r o l  l ib r e  
(BASFORD y  c o l ,  1 9 6 4 ) , s e  r e a l i z ô  p o r  e l  m éto d o  de F o lc h  
(FOLCH y  c o l ,  1 9 5 8 ) .  A 5 m l d e  m e ta n o l  s e  l e s  a n a d e  1 ml de  
c ê l u l a s ,  s e  a g i t a  y  s e  a n a d en  10 ml d e  c lo r o f o r m o  y  20 ml 
d e  c l o  r o  f o  rm o-m e t a n o l  ( 2 : 1 ,  v : v )  . T r a s  n u ev a  a g i t a c i ô n  s e  
m a n t ie n e n  en r e p o s o  d u r a n t e  2 4 h o r a s  co n  e l  f i n  d e  que puedan 
e x t r a e r s e  t o d o s  l o s  l l p i d o s .  P a ra  e l i m i n a r  l a s  o r o t e l n a s  d e s  
n a t u r a l i z a d a s , s e  f i l t r ô  s o b r e  p a p e l  d e  f i l t r o  Whatman n " l .
A l f i l t r a d o  ( l i p i d o s  en  c lo r o f o r m o - m e t a n o l )  s e  
a n a d en  0 , 2  ml d e  a g u a  d e s t i l a d a  p o r  c a d a  ml de m e z c la  y ,  tr a s  
a g i t a r  b r u s c a m e n t e ,  s e  c e n t r i f u g a  a 6JD00 x g d u r a n te  15 m in .  
S e  fo rm a n  d o s  f a s e s : l a  i n f e r i o r ,  de c lo r o f o r m o ,  que a r r a s -  
t r a  l o s  l l p i d o s  y  l a  s u p e r i o r ,  de  a g u a  y  m e ta n o l .  Se-hiiieirtwi 
d o s  la v a d o s  mSs c o n  l a  s o l u c i ô n  d e  la v a d o  de F o lc h  con  0,6%  
N a c l  y  un t e r c e r  la v a d o  c o n  d ic h a  s o l u c i ô n  p e r o  exen ta  de NaCl.
6 8 .
Para d l s m i n u l r  e l  c o n t e n i d o  en  c t o l e s t e r o l  l i b r e  r a ­
d i a c t i v o ,  l a s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  (LDL o  VLDL + LDL) 
m a r c a d a s  e n  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  y  e n  e l  e s t e r i f i c a d o  s e  i n ­
c u b a r o n  co n  un a  s u s p e n s i ô n  d e  g l ô b u l o s  r o j o s ( c o n t e n ie n d o  20  
v e c e s  e x c e s o  d e  c o l e s t e r o l  t o t a l )  a  3 7 "C d u r a n t e  3 - 6  h o r a s  
p a r a  q u e  e l  ^H- c o l e s t e r o l  l i b r e  s e  i n t e r c a m b i a s e  c o n  e l  c o  
l e s t e r o l  l i b r e  f r f o  d e  l a  m em brana p l a s m â t i c a  d e l  e r i t r o c i t o  
(BASFORD y  c o l ,  1 9 7 4 )  . L a s c é l u l a s  s e  s e p a r a r o n  d e  n u e v o  
p o r  c e n t r i f  u g a c iô n  a 3 0 0 0  rpm ( 6J300 x  g  ) d u r a n t e  1 5  m in .y  
a l  s o b r e n a d a n t e  s e  l e  a n a d ie r o n  6 3 , 4  mg d e  KBr p o r  m l ,  p a r a  
l l e v a r l o  a d e n s id a d  1 , 0 5 0 .
E l  s o b r e n a d a n t e  s e  u l t r a c e n t r i f u g ô  a 40JOOO rpm -  
(1 4 0 0 0 0  X g ) d u r a n t e  20 h o r a s ,  p a r a  r e c o g e r  d e  n u e v o  l a s  -  
l i p o p r o t e î n a s  d e  b a j a  d e n s id a d  e n  l a  p a r t e  s u p e r i o r  d e l  ti±x>; 
t r a s  e l  d i a l i z a d o ,  s e  m id iô  l a  n u e v a  r e l a c i ô n  d e  c o l e s t e r o l  
l i b r e  a e s t e r i f i c a d o  . (  T a b la  3 ) .
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TABIA 3 CONTENIDO EN COLESTEROL LIBRE RADIACTIVO DE LA FRAC- 
CION DE DENSIDAD 1 , 0 0 6 - 1 , 0 6  3 G/ML(LDL) HUMANA ANTES 
Y DESPUES DE SU INCUBACION CON ERITROCITOS HUMANOS.
A n te s  D e sp u é s
cpm en  l a  f r a c c i ô n
^H-LDL 2 .2  8 9 .2 1 0  5 1 7 .3 6 1
% d e  r a d i a c t i v i d a d  
en  e l  c o l e s t e r o l
l i b r e  5 4 ,8 1  2 6 ,6 7
% d e  r e c u p e r a c iô n  
m e d id o  en  e l  c o l e s t e r o l
e s t e r i f i c a d o .  3 1 ,4 5
LDL m a rcad a  co n  ^ H - c o l e s t e r o l , s e  in c u b ô  a 3 7 °C , d u r a n te  4 h o ­
r a s  co n  20 v e c e s  e x c e s o  de e r i t r o c i t o s  hum anos (m ed id o  en  c o ­
l e s t e r o l  t o t a l )  , m a n te n id o s  en  m ed io  de T ir o d e .  L as c é l u l a s  s e  
s e p a r a r o n  p o r  c e n t r i f u g a c iô n  a 6 . OOOxg d u r a n te  20 m in . LDL s e  
r e c u p e r ô  d e l  s o b r e n a d a n t e  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a 1 4 0 . OOOxg 
d u r a n t e  22  h o r a s ,  una v e z  a j u s t a d a  l a  d e n s id a d  d e l  m ism o a
1 ,0 6 3  g / m l .
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1 3 INTERCAMBIO "IN VITRO" DE COLESTEROL LIBRE Y /0  E ST E R IFI­
CADO ENTRE LIPOPROTEINAS AISLADAS.
l O . l . -  I n t e r c a m b io  e s p o n t â n e o d e  c o l e s t e r o l  t o t a l ,  l i b r e  y
e s t e r i f i c a d o  e n t r e  l i p o p r o t e î n a s  a i s l a d a s .
F r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  hum anas f r i a s  s e  in c u b a ­
r o n  a 3 7 "C e n  p r o p o r c io n e s  1 : 4  p a r a  VLDL y  LDL, 1 : 2  p a r a  -  
VLDL Y HDL y  2 : 1  p a r a  LDL y  HDL (m e d id a s  e n  c o l e s t e r o l  t o t a l )  
e n  p r e s e n c i a  de a lb û m in a  b o v in a  a l  6% e n  tam pôn  f o s f a t o  0 ,1M  
pH 7 , 4 .  La in c u b a c iô n  s e  r e a l i z ô  d u r a n t e  3 h o r a s ,  s e o a r â n d o s e  
d e  n u e v o  l a s  l i p o p r o t e î n a s  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  (a  d e n s id a d
1 ,0 6 3  g /m l)  d u r a n t e  20 h o r a s  a 1 4 0 . OOOxg. Como c o n t r ô l e s  s e  
u t i l i z a r o n  l a s  m ism a s i n c u b a c i o n e s  m a n t e n id a s  a 4®C e u e  s e  
sornet i e r on a l  m ism o p r o c e d im i e n t o  d e  s e p a r a c i ô n ,  in m e d i a t a -  
m e n te  d e s p u é s  (0  h o r a s )  d e  r e a l i z a d a  l a  m e z c la  d e  l a s  l i p o p r o -  
t e l n a s  c o r r e s p o n d i e n t e s .
A l a s  l i p o p r o t e î n a s  d e  m enor d e n s id a d ,  e n  c a d a  c a ­
s e ,  s e  l e s  e x t r a j e r o n  s u s  l l p i d o s  c o r  e t a n o l / é t e r  d e  p e t r ô l e o  
u t i l l z é n d o s e  s e n d a s  a l l c u o t a s  e n  l a  v a l o r a c i ô n  d e l  c o l e s t e r o l  
t o t a l  (. M a t e r ia l  y  Mé t o d o s  a p a r t a d o  7) . O tr a s  t a n t a s  a l l c u o ­
t a s  s e  c r o m a t o g r a f ia r o n  e n  c a p a  f i n a  p a r a  s e p a r a r  e l  c o l e s ­
t e r o l  l i b r e  d e l  e s t e r i f i c a d o ,  q u e  s e  m id ie r o n  ig u a lm e n t e  p o r  
e l  m é to d o  d e  A b b e l ,  u t i l i z a n d o  e l  r e a c t i v o  d e  Z ak.
T o d o s l o s  r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a n  e n  mg d e  c o l e s t e ­
r o l ,  c a l c u l é n d o s e  a d em és e l  % d e  r e c u p e r a c i ô n  t r a s  l a  cro m a ­
t o g r a f l a  y  l o s  q u e  r e p r e s e n t a n ,  r e s n e c t iv e u n e n t e  e l  c o l e s t e r o l
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l i b r e  y  e l  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o .
1 0 . 2 . -  E n sa y o  d e  l a  a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  
d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  p r é s e n t e  en  p la sm a  humano 
y  p la sm a  d e  d i v e r s o s  a n i m a l e s .
L as m u e s t r a s  a e n s a y a r  f u e r o n  e l  p la sm a  l i b r e  de l i ­
p o p r o t é i n e s  hum ano y  e l  de  d i v e r s e s  a n im a le s ,  o b t e n id o s  p o r  
p r e c i p i t a c i ô n  co n  d e s o x i c o l a t o  s ô d i c o  y  MgCl., ( M a t e r ia l  y Mê- 
t o d o s ,  a p a r ta d o  5 . 2 . )  y ,  s o b r e  t o d o ,  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  
d e l  p la sm a  c o m p le to  a d e n s id a d  m ayor de 1 ,2 5  g / m l .
Se u t i l i z a r o n  como d o n a n t e s  LDL o  VLDL+LDL hum anas 
o d e  c o n e j o ,  m a r ca d a s  en  l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  ( M a t e r ia l  
y  M é to d o s , a p a r t a d o  9 . 2 ) .  E l p r o c e d im ie n t o  s e g u id o  f u e  e l  -  
d e s c r i t o  p o r  P a t t n a i k  y  c o l . ,  1978;  s e g û n  e l  c u a l  l a s  l i p o ­
p r o  t e i n a s  m a rca d a s s e  in c u b a r o n  co n  HDL f r i a  humana (e n  un -  
e x p e r im e n t o  t l p i c o ,  l a  r e l a c i ô n  e n  t é r m in o s  d e  c o l e s t e r o l  t o ­
t a l  f u e  de 1 : 1 3 ) ,  e n  p r e s e n c ia  d e  tam pôn f o s f a t o  0 , 1  M, pH 7 , 4  
y  d e  v o lû m e n e s  c r e c i e n t e s  d e  l a  f r a c c i ô n  p l a s m â t i c a  l i b r e  d e  
l i p o p r o t e î n a s ,  d u r a n t e  3 h o r a s  a 37"C y  a g i t a c i ô n  c o n t in u a  de  
u n a s 60 o s c i 1 a c i o n e s / m i n u t o . E l  e n s a y o  s e  l l e v ô  a c a b o  e n  un 
vo lu m en  fif& al d e  1 m l . En c a d a  e x p e r im e n t o  s e  r e a l i z a r o n  d o s  
t i p o s  d e  c o n t r ô l e s :  uno a 4°C y e n  e l  t ie m p o  0 h . y  e l  o t r o  a 
3 7 "c y  3 h . d e  in c u b a c iô n  en  a u s e n c i a  de p la sm a  l i b r e  d e  l i ­
p o p r o t é i n e s .
F i n a l i z a d a s  l a s  i n c u b a c io n e s  a ca d a  tu b o  s e  a n a d ie r o n  
2ml d e  a lb û m in a  b o v in a  a l  6% (e n  tam pôn f o s f a t o  0 , 1  M, pH 7 , 4 ) .
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FIGURA 1 ESTIMULACION DEL INTERCAMBIO DE ESTERES DE COLESTE­
ROL POR PLASMA DE CONEJO LIBRE DE LIPOPROTEINAS.
LDL d e  c o n e j o  m a r ca d a  e x c l u s iv a m e n t e  e n  l o s  é s t e r e s  
d e  c o l e s t e r o l  (m en o s d e  5% de l a  r a d i a c t i v i d a d  en  -  
e l  c o l e s t e r o l  l i b r e )  s e  in c u b ô  c o n  HDL f r i a  hum ana  
( p r o p o r c io n e s  1 : 1 3  en  C .T .)  a  37®C d u r a n t e  3 h en  
p r e s e n c i a  d e  p la s m a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e î n a s  d e  c o n e j o ,  
En l a  o r d e n a d a  s e  r e p r e s e n t s  l a  a p a r i c i ô n  de r a d i a c ­
t i v i d a d  en  l a  f r a c c i ô n  H D L ,se p a r a d a  d e  LDL p o r  p r e ­
c i p i t a c i ô n  d e  e s t a  a l  f i n a l  d e  l a  i n c u b a c i ô n .
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La s e p a r a c iô n  p o s t e r i o r  d e  l a s  l i p o p r o t e î n a s  in c u b a d a s  s e  r e a ­
l i z ô  p o r  e l  m é to d o  de B u r s t e i n  y c o l . ,  1 9 7 0 , a f a d ie n d o  0 ,0 5  ml 
d e  h e p a r in a  a l  5% y  0 ,0 7 5  m l d e  MnCl^ 1 M q u e form a un c o m p le -  
j o  i n s o l u b l e  q u e  h a c e  c o p r e c i p i t a r  a l a s  l i p o p r o t e î n a s  de b a ­
j a  d e n s id a d  (VLDL y  L D L). S e  c e n t r i f u g a  a 6 0 0 0 x g  d u r a n te  15 
m in u to s  y s e  c u e n t a  1 ml d e l  s o b r e n a d a n t e  d ir e c t a m e n t e  s o b r e  
10 m l de l a  m e z c la  de c e n t e l l e o  de T r i t ô n  X -1 0 0 .
La F i g i  m u e s tr a  l a  a c t i v i d a d  i n t e r c a m b ia d o r a  d e  e s ­
t e  r e s  de c o l e s t e r o l  p r é s e n t e  en  p la sm a  d e  c o n e j o  a l a s  3 h . de  
in c u b a c iô n  y  com o s e  p u ed e  a p r e c i a r ,  e n  e s t a s  c o n d i c i o n e s ,  e l  
in t e r c a m b io  e s  l i n e a l  co n  un c o e f i c i e n t e  de c o r r e l a c i ô n  
r = 0 . 9 9 9 8 .  La e f i c a c i a  de l a  s e p a r a c iô n  lo g r a d a  p o r  e s t e  mé­
t o d o  s e  com probô p o r  c o m p a r a c iô n  co n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n id o s  
m e d ia n te  l a  s e p a r a c iô n  de l a s  l i p o p r o t e î n a s  p o r  u l t r a c e n t r i ­
f u g a c iô n  a d = l ,0 6 3  g /m l (T a b la  4) .
La r a d i a c t i v i d a d  t o t a l  s e  c a l c u l a  c o n ta n d o  d i r e c t a ­
m en te  l a  inism a a l î c u o t a ,  d e  l a s  l i p o p r o t e î n a s  m a r c a d a s , u t i -  
l i z a d a  en  e l  e n s a y o .  E s t e  v a l o r  r e p r e s e n t s  e l  100% de r a d i a c ­
t i v i d a d  y  l o  q u e  n o s o t r o s  m edim os e s  e l  % de l a  m ism a t r a n s -
f e r i d o  a HDL. Como l a  c a n t id a d  t o t a l  de c o l e s t e r o l  en  ambas 
f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  no v a r i a ,  l o  q u e t i e n e  lu g a r  e n  r e a -  
l i d a d  e s  un in t e r c a m b io  m o lé c u la  a m o lé c u la  y p a r a  p o d e r  c o r r e -  
g i r  p o r  l a  d is m in u c iô n  de r a d i a c t i v i d a d  e n  e l  d o n a n te  con  e l
t ie m p o ,  l o s  r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a n  en  % Kt (PATTNAIK y  c o l . ,
1 9 7 8 ) .
(LD L*)^ y  (LDL*)g tdom de LDL a l o s  t ie m p o s  t  y  O .
74.
TABLA 4 . -  EFICACLA EN EL M.SLA^!IENTO CE HCL MEDIANTE ÜLTPi'ONTPIf'üGACI'lî 
Y PPBŒPITACICN.
M l d e  l a  
f r a c c i ô n  
d e  ^ 1 , 2 5  
C g /m ll
% d e  r a d i a c t i v i d a d  
P r e c i p i t a c i ô n
p r e s e n t s  e n  HDL e n  1 h .  
U l t r a c e n t r i f u g a c i ô n
— 2 , 1 2 .3
50 6 ,1 4 ,5
100 6 , 0 6 ,0
200 9 , 4 8 ,7
300 1 1 ,5 1 1 ,1
LDL, m a r ca d a  en  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l ,  s e  I n c u b ô  c o n  HDL f r I a  
e n  p r e s e n c i a  d e  v o lû m e n e s  c r e c i e n t e s  de l a  f r a c c i ô n  p l a s m â t i c a  l i ­
b r e  d e  l i p o p r o t e î n a s  d e  c o n e j o ,  a 37®C. 1 h .  d e s p u é s ,  HDL s e  s é p a ­
r é  p o r  d o s  p r o c e d i m i e n t o s : - p r e c i p i t a c i ô n  d e  l a s  l i p o p r o t e î n a s  de  
b a j a  d e n s id a d  c o n  h e p a r in a  y  M nC lj y , - u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a d = l ,0 6 3  
g / m l , m id ié n d o s e  l a  r a d i a c t i v i d a d  c o n t e n i d a  en  e l  s o b r e n a d a n t e , en  
e l  p r im e r  c a s o ,  y  e n  e l  i n f r a n a d a n t e  e n  e l  s e g u n d o .
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tHDL*)^ y  (H DL*)g dpm de HDL a l o s  t ie m p o s  t  y  0 .
S eg û n  l a  c i n é t i c a  d e  prim er orden.
(LDL*)t = (LD L*)g. e " ^ ^ , y a  q u e (LDL*) (HDL*) (LDL*)  ^ , 
ten em o s q u e  - I n C 1 - ( H D L * ) ( L D L * ) q)=K t .  La c o n s t a n t e  K r e p r e ­
s e n t s  l a  f r a c c i ô n  d e  l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  d e  LDL s u b s -  
t i t u i d o s  p o r  u n id a d  d e  t i e m p o .  En n u e s t r o s  e x p e r im e n t o s  t  ha  
S id o  d e  3 h o r a s  h a b i t u a lm e n t e ;  l a  a c t i v i d a d  i n te r c a m b ia d o r a  
s e  h a  e x p r è s a d o  e n  lOOK y  t e n ié h d o  en  c u e n t a  l o s  v a l o r e s  de  
(HDL*)Q hem os e m p le a d o  l a  fô r m u la  a n t e r i o r  con  l a  s i g u i e n t e  
e x p r e s iô n  g e n e r a l ;
dpm a c e p tô r -d p m  t o t a l (% dpm b la n c o /1 0 0 )
%Kt= - l O W L n C l - -------------------------------------------------------------------------------- )
dpm t o t a l
La a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  de é s t e ­
r e s  d e  c o l e s t e r o l  p r é s e n t e  en  a lg u n o s  a n im a le s  ha  s i d o  e n s a -  
y a d a  m e d ia n te  e l  p r o c e d im ie n t o  d e s c r i t o  mâs a r r i b a  con  l a s  p a r -  
t i c u l a r i d a d e s  s i g u i e n t e s :  s e  e m p leô  en  t o d o s  l o s  c a s o s  ^H- 
(VLDL+LDL) de c o n e j o ,  m a rca d a  e n  l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l , -  
q u e  s e  in c u b ô  c o n  HDL e n  l a s  p r o p o r c io n e s  1 : 7  y  1 : 1 7  m e d id a s  
e n  c o l e s t e r o l  t o t a l ;
-  s e  e n s a y a r o n  d o s  c a n t i d a d e s  d i f e r e n t e s  de p la sm a  
l i b r e  d e  l i p o p r o t e î n a s  en  c a d a  una d e  l a s  e s p e c i e s ,  d e t e r m in a -  
d a s  p o r  su  c o n t e n id o  e n  p r o t e i n a  t o t a l .
-  l o s  r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a n  en  a c t i v i d a d  e s p e c î -  
f i c a , e s  d e c i r  l a  r a d i a c t i v i d a d  t r a n s f e r i d a  a HDL (% d e  Kt)
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q u e  c o r r e s p o n d e  a c a d a  ma d e  p r o t e i n a  c o n t e n i d o  e n  l a  m u e s tr a  
a e n s a y a r .
lo  . 3 . -  E n sa y o  d e  in t e r c ê u n b lo  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e  l i -
p o t J r o t e ln a s  a i s l a d a s .
Se  u s a r o n  com o l i p o o r o t e i n a s  d o n a n t e s  VLDL, LDL, 
VLDL+LDL y  HDL hum anas m a r c a d a s  e x c l u s iv a m e n t e  e n  e l  c o l e s t e ­
r o l  l i b r e  ( M a t e r ia l  y  M é t o d o s , a p a r t a d o  9 . 1 . )  q u e  s e  in c u b a ­
r o n  c o n  l i p o p r o t e î n a s  f r i a s  (HDL e n  l o s  3 p r im e r o s  c a s o s  y  
VLDL, LDL y  VLDL+LDL e n  e l  c u a r t o )  p o r  p e r io d o s  c o m p r e n d id o s  
e n t r e  0 - 2 4  h o r a s ,  e n  p r o o o r c i o n e s  a p r o x im a d a s  a l a s  f i s i o l é -  
g i c a s  (m e d id a s  e n  c o l e s t e r o l  t o t a l )  ( p a r a  e l  c a s o  d e  VLDL y  
HDL ta m b ié n  e n  l a s  p r o p o r c io n e s  2 : 1 )  .
S e  r e a l i z a r o n  e x p e r im e n t o s  d e  i n t e r c a m b io  e s p o n t é n e o  
a 3 7 “C y  4"C . Teunbién l o s  e x p e r im e n t o s  a 37 "C s e  r e a l i z a r o n  
e n  p r e s e n c i a  d e  0 , 4  m l d e  p la s m a  hum ano l i b r e  d e  l i p o p r o t é i ­
n e s  .
La s e p a r a c iô n  d e  l a s  l i p o p r o t e î n a s  a l o s  d i v e r s o s  -
t ie m p o s  d e  i n c u b a c i ô n  s e  r e a l i z ô  p o r  p r e c i p i t a c i ô n  d e  l a s  l i ­
p o p r o  t e i n a s  d e  b a j a  d e n s id a d  (VLDL y  LDL) p o r  e l  m é to d o  d e  -  
B u r s t e i n  m i d i é n d o s e ,  e n  t o d o s  l o s  c a s o s ,  l a  r a d i a c t i v i d a d  con­
t e n i d a  e n  e l  s o b r e n a d a n t e  (HDL) s o b r e  T r i t ô n  X - 1 0 0 .
La r a d i a c t i v i d a d  t o t a l  (100% ) s e  c a l c u l ô  m id ie n d o  -
d i r e c t a m e n t e  u n a  a l î c u o t a ,  i g u a l  a  l a  e n s a y a d a )  d e  l a s  l ip o p r o -
t e l n a s  a i s l a d a s .
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11.- PREPARACION Y SEPARACION DE APOPROTEINAS.
I l . 1 . -D e a l i p i d a c i ô n  d e  l i p o p r o t e î n a s  c o n  ë t e r  d i i s o p r o p î -  
l i c o / b u t a n o l .
Se  ha  u t i l i z a d o  e l  m éto d o  d e  d e s l i p i d a c i ô n  d e s c r i t o  
p o r  Cham y  K n o w les (CHAM y  KNOWLES, 1 9 7 6 ) ,  s e g û n  e l  c u a l  una  
m e z c la  d e  é t e r  d i i s o p r o p i l i c o  y  b u t a n o l  e x t r a e  t o t a lm e n t e  
l o s  t r i a c i l g l i c é r i d o s ,  f o s f o l l p i d o s ,  c o l e s t e r o l ,  é s t e r e s  d e  
c o l e s t e r o l  y  â c id o s  g r a s o s  l i b r e s  s i n  p r o d u c ir  p r e c i p i t a c i ô n  
de l a s  P r o t e i n a s  p l a s m â t i c a s .  P r e c is a m é n t e  e s t a  c a r a c t e -  
r l s t i c a  n o s  ha s i d o  d e  m ucha u t i l i d a d  en  d o s  t i p o s  d e  e x p e r i ­
m e n to s  r e a l i z a d o s  d u r a n t e  l a  e la b o r a c i ô n  d e l  p r é s e n t e  e s t u d i o : 
d e s l i p i d a c i ô n  d e  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  a i s l a d a s ,  c o n  l a  -  
c o n s e r v a c iô n  e n  s o l u c i ô n  d e  t o d a s  l a s  a p o p r o t e ln a s  m a y o r i t a -  
r i a s  ( M a t e r ia l  y  M é to d o s , a p a r ta d o  1 1 . 3 . )  y  t r a t a m ie n t o  d e  -  
p la sm a  c o m p le t o  y p la sm a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e î n a s  s i n  m en o sca b o  
d e  l a  a c t i v i d a d  in t e r c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  
( M a t e r ia l  y  M é to d o s ,  a p a r t a d o  1 2 . 1 . ) .
A l l c u o t a s  d e  p la s m a , f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  o  p l a s ­
ma a b s o r b id o  en  I n t r a l i p i d  ( s e g û n  l o s  e x p e r im e n t o s )  s e  m ez-  
c la r o n  en  l a s  p r o p o r c io n e s  1 : 2  (V /V) c o n  una m e z c la  d e  é t e r  -  
d i i s o p r o p l l i c o - b u t a n o l  ( 7 5 : 2 5 ,  V /V ) .  La e x t r a c c i ô n  s e  r e a l i z ô  
a t e m p e r a tu r a  a m b ia n t e , e n  t u b o s  d e  v i d r i o  co n  ta p ô n  e s m e r i l a -  
d o ,  q u e  s e  s o m e t ie r o n  a a g i t a c i ô n  o s c i l a n t e ,  d e  c a b e z a  a fo n d o , 
d e 2 8 -3 0  o s c i l a c i o n e s  p o r  ro in u to  d u r a n te  3 h o r a s .
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F i n a l i z a d a  l a  e x t r a c c i ô n ,  l a  m e z c la  s e  c e n t r i f u g é  
a 2 0 0 0  rpm d u r a n t e  5 m in u t o s ,  s e p a r â n d o s e  l a s  f a s e s  a c u o s a  y 
o r g â n i c a ;  t r a s  d e s e c h a r  e s t a ,  l a  f a s e  a c u o s a  s e  e m p le ô  p a r a  
d e t e r m in a r  su  c o n t e n i d o  e n  p r o t e i n a s  o  p a r a  e l  e n s a y o  d e  a c ­
t i v i d a d  d e  l a  p r o t e i n a  in t e r c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s ­
t e r o l .
1 1 . 2 . -D e s l i p i d a c i ô n  d e  HDL c o n  é t e r  e t i l i c o / e t a n o l .
HDL hu m ana, o b t e n i d a  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  (d=  
1 , 0 6 3 - 1 , 2 1  g / m l ) s e  d e s l i p i d ô  c o n  é t e r  e t i l i c o / e t a n o l  3 : 1  -  
(V /V ) (LUX y  c o l . , 1 9 7 2 ) .  A l l c u o t a s  d e  1 m l s e  a n a d ie r o n  a  
12 m l d e  l a  m e z c la  d e  e x t r a c c i ô n ,  a g i t â n d o s e  d u r a n t e  una n o -  
c h e  d e  fo r m a  c o n s t a n t e  e n  una r u e d a  g i r a t o r i a  a 25 rpm , a 4®C. 
T r a s  c e n t r i f u g a r  a 2 5 0 0  rpm d u r a n t e  10 m in u t o s ,  s e  r e t i r é  -  
e l  s o b r e n a d a n t e  c o n t e n ie n d o  l o s  l l p i d o s  y  e l  p r e c i p i t a d o  s e  
l a v ô  v a r i a s  v e c e s  c o n  é t e r  e t i l i c o  h a s t a  o b t e n e r  u n a  f r a c c i ô n  
p r o t e i c a  c o n  m en o s d e l  1% d e  l o s  f o s f o l l p i d o s  d e  HDL.
E l p r e c i p i t a d o  s e  s e c ô  b a j o  una c o r r i e n t e  d e  n i t r ô ­
g e n o ,  d i s o l v l é n d o s e  l u e g o  e n  5 m l d e  T r is /H C l  0 , 2  M, pH 8 ,0  
c o n t e n ie n d o  u r e a  5 , 4  M y  EDTA 0,01%  ( l a s  s o l u c i o n e s  c o n t e n i e n -  
d o  u r e a  s e  p a s a r o n  s i s t e m â t i c a m e n t e  p o r  un a  r é s i n a  d e  i n t e r ­
c a m b io  i ô n i c o  : AG 5 0 1 -X 8  d e  B io  R a d ) . La c o n c e n t r a c iô n  d e  -  
p r o t e i n a  e r a  a p r o x im a d a m e n te  d e  15 m g /m l.
1 1 . 3 . -  S e p a r a c iô n 'd e  a p o p r o t e l n a s  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  e n  -  
g e l  d e  p o l i a c r i l a p i i d a .
En d e t e r m in a d o  m om ento d e l  d e s a r r o l l o  d e  e s t e  -
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t r a b a j o  hubo n e c e s id a d  d e  com p rob ar l a  c o m p o s ic iô n  p r o t e i c a  
de l a s  d i v e r s e s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  y p a r a  e l l o  l a s  
a p o l i p o p r o t é i n e s ,  o b t e n i d a s  p o r  d e l i p i d a c i ô n  d e  f r a c c i o n e s  
l i p o p r o t e i c a s ,  s e  s o m e t ie r o n  a e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  d e  p o -  
l i a c r i l a m i d a .
Se u t i l i z a r o n  g e l e s  d e  p o l i a c r i l a m i d a  a l  7 ,5% , 
p r e p a r a d o s  se g û n  D a v is  ( 1 9 6 4 ) ,  c o n t e n ie n d o  u r e a  8 M (KANE, 
1 9 7 3 ) .
L as m u e s tr a s  s e  in c u b a r o n  p r e v ia m e n t e  c o n  u r e a  8M 
d u r a n te  60 m in u to s  a te m p e r a tu r a  a m b ie n t e ,  a p l i c S n d o s e  d e s -  
p u ë s  a c a d a  g e l  a l l c u o t a s  c o n t e n ie n d o  a p ro x im a d a m e n te  100 ^ g  
d e  p r o t e i n a .  L o s b a n o s  s u p e r i o r  e  i n f e r i o r  l l e v a b a n  tam pôn  
T r i s / g l i c ± n a  pH 8 , 9 .
La e l e c t r o f o r e s i s  s e  l l e v ô  a c a b o  c o n  una i n t e n s i -  
dad  d e  4 m A /tu b o , h a s t a  q u e  e l  a z u l  d e  b r o m o f e n o l ,  u t i l i z a d o  
como i n d i c a d o r , a l c a n z ô  e l  fo n d o  d e  l o s  t u b o s .  F in a l i z a d a  l a  
e l e c t r o f o r e s i s  l o s  g e l e s  s e  t i n e r o n  c o n  una s o l u c i ô n  d e  a z u l  
de c o o m a s s ie  en  â c id o  a c é t i c o * a l  7% ., d e c o lo r â n d o s e  a c o n t i -  
n u a c iô n  c o n  â c id o  a c é t i c o  a l  7%.
L as d i s t i n t a s  a p o p r o t e ln a s  s e  i d e n t i f i c a r o n  p o r  su  
m o v i l id a d  en  l o s  g e l e s  a p a r t i r  d e  p r o t e l n a s  p u r i f i c a d a s  en  
n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  y  p o r  l o s  d a t o s  p u b l i c a d o s  en  l a  l i t e r a ­
t u r e ,  muy r e p r o d u c ib le s  e n t r e  l o s  d i s t i n t o s  l a b o r a t o r i o s .
1 1 . 4 -  F r a c c io n a m ie n t o  d e  apo  HDL p o r  c r o m a t o g r a f la  d e  f i l -  
t r a c i ô n  en  g e l .
80. •
S e  u t i l i z ô  un a  co lu n tn a  d e  2 ,5 x 2 0 0  cm q u e  s e  r e l l e -  
nô c o n  S e p h a d e x  G -2 0 0  s i g u i e n d o  l a s  i n d i c a c i o n e s  d e l  p r o v e e -  
d o r  (M&nnual S e p h a d e x : g e ]  f i l t r a t i o n  in  t h e o r y  a n d  p r a c t i c e ,  
P h a r m a c ia  F in e  C h e m ic a ls  AB, U p s a la ,  S u e c i a ,  1 9 7 5 )  y  s e  
e q u i l i b r ô  c o n  tam pôn  T r is /H C l  0 , 2  M pH 8 ,0  c o n  u r e a  5 , 4  M y  
EDTA 0 ,0 1 % .
La m u e s t r a  (p r e p a r a d a  s e g û n  e l  a p a r t a d o  1 1 . 2 .  d e  -  
M a t e r ia l  y  M é to d o s )  s e  d i a l i z ô  c o n t r a  d i c h o  tam pôn  y s e  a p l i ­
c ô  e n  l a  p a r t e  i n f e r i o r  d e  l a  c o lu m n a , p o r  m e d io  d e  un a  H a v e  
d e  t r i p l e  p a s o  y s e  e l u y ô ,  e n  d i r e c c i ô n  a s c e n d e n t e ,  c o n  e l  -  
m ism o tam pôn  d e  T r is /H C l  0 , 2  M pH 8 , 0  c o n  u r e a  5 , 4  M y EDTA
0 .0 1 % . La c r o m a t o g r a f la  s e  l l e v ô  a c a b o  a 4"C , r e c o g ié n d o s e  
f r a c c i o n e s  d e  v o lu m e n  c o n s t a n t e ,  a  l a s  c u a l e s  s e  l e s  m id iô  su  
c o n t e n i d o  e n  p r o t e i n a  p o r  a b s o r c i ô n  a 2 80  nin ( JACKSON y 
GOTTO, 1 9 7 2 ) ,  m e z c lâ n d o s e  l o s  t u b o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l a s  -  
f r a c c i o n e s  q u e  c o n t e n l a n  c a d a  un a  d e  l a s  a p o p r o t e l n a s  (a p o  A -
1 ,  a p o  A - I I  y  a p o s -C )  y  d i a l i z â n d o s e  p o s t e r i o r m e n t e  c o n t r a  -  
tam pôn  f o s f a t o  0 , 1  M pll 7 , 4 .
La p u r e z a  d e  l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  s e  com probô  
p o r  e l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e  p o l i a c r i l a m i d a  ( M a t e r ia l  y  M éto ­
d o s ,  a p a r t a d o  H . 3 . ) .  La f i g u r a  2 m u e s t r a  un p a t r ô n  d e  una -  
c r o m a t o g r a f la  d e  a p o  HDL (SCANU y  c o l . , 1 9 6 9 ) ;  e l  p r im e r  p i c o  
q u e  c o r r e s p o n d e  a l  v o lu m e n  v a c i ô ,  c o n t i e n e  a g r e g a d o s  d e  l a s  
d i v e r s e s  a p o p r o t e l n a s ,  e l  s e g u n d o  p i c o  c o n t i e n e  a p o  A - I  
( p e s o  m o le c u la r  s . 28JD00) , e l  p i c o  t e r c e r o ,  a p o  A - I I  ( p e s o  mo­
l e c u l a r  %. 1X 000) y  e l  c u a r t o  q u e  c o n t i e n e  l a  m e z c la  d e  l a s  -  
apop rotelnas C ( p e s o  m o l e c u l a r  ~  6X)OO-1Oj0OO) .
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FIGURA 2 SEPARACION DE APO-HDT. POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA 
A TRAVES DE SEPHADEX G -200  EN PRESENCIA DE UREA -  
5 , 4  M.
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12 .- INCUnACION DE PLASMA LIBRE PE LIPOPROTEINES CON INTRALI- 
PID Y LIPOSCMAS DE FOSFATTDIL COLINA.
I 2 . I -  T r a t a in le n t o  d e  p la sm a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e ï n a s  c o n  I n -  
t r a l i p i d .
I n t r a l i p i d  e s  u n a  e m u ls id n  d e  g r a s a s  u t i i i z a d a  p a r a  
a l im e n t a c i d n  p o r  v i a  i n t r a v e n o s a ,  f a b r i c a d a  p o r  l o s  l a b o r a t o ­
r i e s  V itrV h \ d e  S u e c i a  y  q u e  a n o s o t r o s  n o s  f u e  p r o p o r c io n a d a  
g e n e r o s a m e n t e , p o r  l o s  l a b o r a t o r i e s  I b i s .  En su  fô r m u la  c o n ­
t i e n s  a c e i t e  d e  s e m i l l a  d e  s o j a  (1 0 0  g / l ) , l e c i t i n a  d e  yem a -  
d e  h u e v o  (1 2  g / l )  y  g l i c e r o l  (2 5  g / l ) .
E l  I n t r a l i p i d  s e  m e z c l6  c o n  p la sm a  l i b r e  d e  l i p o -  
p r o t c l n a s  e n  l a s  p r o p o r c io n e s  1 : 1  y  s e  in c u b ô  a 37®C, d u r a n t e  
30 m in u t e s ;  a  c o n t i n u a c i ô n  s e  a n a d iô  é t e r  d i l o o p r o p l l i c o  o  
un a m e z c la  d e  é t e r  d i i s o p r o p i l i c o + b u t a n o l  ( 3 : 1 )  (CHAH y KNOW­
LE S, 1 9 7 6 )  ( M a t e r ia l  y  M é t o d o s , a p a r t a d o  I j . l . )  p a r a  e x t r a e r  
l o s  l i p i d e s  c o n t e n i d e s .  A l f i n a l  d e  l a  e x t r a c c i ô n  s e  to m a ro n  
a l l c u o t a s  d e  l a  f a s e  a c u o s a  p a r a  p r o c é d e r  a l  e n s a y o  d e  a c t i -  
v id a d  e s t i m u l a d o r a  d e l  i n t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  -  
( M a t e r ia l  y  M é to d o s ,  a p a r t a d o  1 0 . 2 . ) .
E l  c o n t e n i d o  d e  f o s f o l l p i d o s ,  m e d id o  p o r  e l  m é to d o  
d e  B a r l e t t  ( M a t e r ia l  y  M é to d o s ,  a p a r t a d o  7 .2 ) en  l a  m e z c la  I n -  
t r a l i p i d + p l a s m a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e ï n a s  e s  d e  . 1 0 ,0 5  m g /m l;  -  
d e s p u é s  d e  l a  e x t r a c c i ô n  c o n  d i i s o p r o p i l  é t e r  m Ss b u t a n o l ,  e s  
d e  0 , 3 3  m g /m l, l o  q u e  r e p r é s e n t a  e l  3 ,3  %. C uando l a  e x t r a c ­
c i ô n  s e  r e a l i z a  s o la m e n t e  c o n  é t e r  d i i s o p r o p i l i c o  ( s i n  b u t a -
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n o l )  s e  e x t r a e n  e l  r e s t o  d e  l o s  l l p i d o s  p e r o  no l o s  f o s f o l l ­
p id o s  (CHAM y KNOWLES, 1 9 7 6 ) .
1 ^ . 2 -  P r e p a r a c iô n  d e  l ip o s o m a s  d e  f o s f a t i d i l  c o l i n a .
L o s l ip o s o m a s  s e  p r e p a r a r o n  se g û n  una m o d i f i c a c i d n  
d e l  m é to d o  d e s c r i t o  p o r  J o h n so n  y  Z i l v e r s m i t  (1 9 7 5 )  . 2 m l d e  
un a  E o lu c ié n  d e  f o s f a t i d i l  c o l i n a  en  c lo r o f o r m o  d e  10 m g /m l,  
s e  p u s i e r o n  e n  un tu b o  d e  v i d r i o  c o n  ta p 6 n  d e  r o s e a  d e  t e f l é n  
e v a p o r â n d o s e  e l  s o l v e n t e  o r g é n ic o  m e d ia n te  una c o r r i e n t e  de  
n i t r ô g e n o .  La l e c i t i n a  s e  d i s o l v i é  a c o n t i n u a c i é n  en  1 m l de  
é t e r  e t i l i c o ,  q u e  s e  é v a p o r é  d e  n u ev o  p o r  e l  m ism o p r o c e d i -  
m ie n t o ;  s e g u id a m e n te  s e  a n a d ié  a l  tu b o  1 m l d e  tam pén f o s f a -  
t o  0 , 1  M pH 7 ,4  co n  NaCl 0 ,1 5  M, s e  p a s é  una c o r r i e n t e  de n i -  
t r é g e n o  y e l  tu b o  ( c e r r a d o  c u id a d o s a m e n te )  s e  a g i t é  en  un M i-  
x o-T uL  h a s t a  q u e  to d o  e l  f o s f o l î p i d o  s e  hubo d e s p r e n d id o  d e  
l a  p a r e d .  A l c a b o  d e  30 m in u to s  d e  e s t a r  p r o t e g id o  d e  l a  l u z , 
s e  s o n i c é  en  un MSE p o r  o t r o  p e r îo d o  d e  30 m in u t o s ,  a n a d ié n -  
d o s e  a l  t é r m in o  d e  l a  m ism a 1 m l d e  tcunpén f o s f a t o  y 0 ,1 2 0  g  
d e  a lb O m in a  b o v in a  ( c o n c e n t r a c iô n  f i n a l  d e  a lb û m in a ,6 % ).
La c o n c e n t r a c ié n  f i n a l  d e  f o s f o l î p i d o  (10  m g/m l) s e  
com p rob é p o r  e l  m éto d o  d e  B a r l e t t  ( M a t e r ia l  y M é to d o s , a p a r ­
t a d o  7 ,2 .  D i v e r s e s  a l l c u o t a s  d e  e s t a  s o l u c i é n  s e  a n a d ie r o n  a 
s e n d o s  t u b o s  e n  l o s  q u e s e  e n s a y é  i a  a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  -  
d e l  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  ( M a t e r ia l  y  M é to d o s ,  
a p a r t a d o  1 0 . 2 . ) .
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1 a -  PÜRIFICACION DE LA PROTEINA INTERCAMBIADORA DE ESTERES 
DE COLESTEROL.
1 3 . 1 . -  T r a t a in ie n t o  c o n  I n t r a l i p i d .
S e  u t i l i z é  un a  « n o d i f i c a c i é n  d e l  m é to d o  d e s c r i t o  p o r  
F i e l d i n g  p a r a  r em o v e r  l i p o p r o t e i n  l i p a s a  d e l  plasm aJ[FIELD IN G , 
1 9 6 9 ) .  Una a l i c u o t a  d e  I n t r a l i p i d  ( M a t e r ia l  y  M é to d o s ,  a p a r ­
t a d o  l 2 . l . )  s e  c e n t r i f u g é  a 1 0 6 .0 0 0 x g  d u r a n t e  30  m in u t o s  en  un  
r o t o r  S p in c o  2 5 .2  SW. E l i n f r a n a d a n t e , c o n t e n ie n d o  e l  50% d e  
l o s  f o s f o l l p i d o s  s e  d e s e c h é  y  l a  c a p a  g r a s a  s o b r e n a d a n t e  s e  
in c u b é  c o n  2 4 0  m l d e  p la sm a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e ï n a s  ( M a t e r ia l  
y  M é to d o s ,  a p a r t a d o  5 . ) ,  a 37®C d u r a n t e  30 m in u t o s  e n  un b a n o  
d e  a g u a  c o n  a g i t a c i é n  s u a v e ;  s e g u id a m e n t e  l a  m e z c la  s e  c e n t r i ­
f u g é  a 2 5 0 0  rpm d u r a n t e  o t r o s  30 m in u t o s .  La c a p a  g r a s a  f o r -  
mada s e  s u s p e n d i é  e n  1 5 0  m l d e  ta m p én  f o s f a t o  0 , 1  M pH 7 , 4 ,  -  
m a n t e n ié n d o s e  d u r a n t e  m e d ia  h o r a  a  4®C, c o n  a g i t a c i é n  s u a v e .  
T r a s  un  s e g u n d o  la v a d o  en  i d é n t i c a s  c o n d i c i o n e s ,  l a  c a p a  g r a ­
s a  s e  r e s u s p e n d i é  en  50  m l d e  u n a  m e z c la  d e  ta m p én  f o s f a t o -  
g l i c e r o l  ( 2 : 1 ,V / V ) .
L o s l l p i d o s  d e  l a  e m u ls i é n  s e  e x t r a j e r o n  c o n  d o s
voK Sm enes d e  u n a  m e z c la  d e  é t e r  d i i d o p r o p l l i c o - b u t a n o l  ( 7 5 : 2 5
I
V /V ) ( M a t e r ia l  y  M é to d o s ,  a p a r t a d o  1 1 . 1 . )  a g i t a n d o  e l  t u b o  
s u a v e m e n t e ,  d e  c a b e z a  a f o n d o ,  d u r a n t e  3 h o r a s  a t e m p e r a t u r a  
a m b ie n t e .  T r a s  c e n t r i f u g a r  a 3JOOO rpm d u r a n t e  15  m i n u t o s ,  l a  
f a s e  o r g é n i c a  s e  s é p a r é  y  l a  f a n e  a c u o s a  s e  d i a l i z é  c o n t r a
8 5 .
tam pén f o s f a t o  0 , 1  M, pH 7 ,4  y  EDTA 1 mM.
1 3 . 2 . -  C r o m a to g r a f la  s o b r e  B lo  G e l A 1 . 5 .
E l p r o d u c to  f i n a l  d i a l i z a d o  o b t e n id o  m e d ia n te  e l  -  
t r a t a m ie n t o  c o n  I n t r a l i p i d  (u n o s  120  m l) s e  c o n c e n t r é  h a s t a  
un v o lu m en  d e  5 m l a p r o x im a d a m e n te  e n  una U n id a d  d e  u l t r a f i l -  
t r a c i é n  A m icén  c o n  una m em brana PM -10. E l v o lu m en  r é s u l t a n t e  
s e  a p l i c é  a un a  co lu m n a  d e  9 0 x 1 ,6  cm d e  B io  G e l A 1 .5  ( B io -  
R a d ) , p r e p a r a d a  s e g d n  l a s  i n d i c a c i o n e s  d e l  p r o v e e d o r  (M annual 
d e  C ro m a t. y  E l e c t r o f . ,  1 9 7 8 )  y  e q u i l ib r a d a  co n  tam pén f o s f a ­
t o  0 ,1  M, pH 7 , 4  y  EDTA 1 mM. La m u e s tr a  s e  e l u y é  c o n  e l  m i s ­
mo teunpén y  s e  r e g o g i e r o n  f r a c c i o n e s  de i g u a l  v o lu m e n  (5  m l) 
c o n  un c o l e c t o r  a u t o m é t i c o .  Cada f r a c c i é n  s e  m o n i t o r i z é  p a r a  
m e d ir  su  c o n t e n id o  en  p r o t e i n a  t o t a l  (p o r  a b s o r b a n c ia  a 280  -  
nm) y su  a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  -  
d e  c o l e s t e r o l  m e d ia n te  e l  e n s a y o  d e s c r i t o  en  M a t e r ia l  y  M éto ­
d o s  a p a r ta d o  1 2 . 2 . .  No s e  o b s e r v a r o n  d i f e r e n c i a s  e n t r e  l le v e u r  
a c a b o  e s t e  p r o c e d im ie n t o  a 4®C o  a te m p e r a tu r a  a m b ie n t e .
1 3 . 3 . -  C r o m a to g r a f la  e n  C o n c a n a v a lin a  A S e p h a r o s e .
L as f r a c c i o n e s  a c t i v a s  (u n o s  30 m l ) , o b t e n i d a s  d e  l a  
c r o m a t o g r à f la  en  B io  G e l ,  s e  d i a l i z a r o n  c o n t r a  tam pén  f o s f a t o  
c o n  NaC l 1 M y  s e  a p l i c a r o n  a un a  co lu m n a  de C o n c a n a v a lin a  A -  
S e p h a r o s e  (P h a r m a c ia ) e q u i l i b r a d a  c o n  e l  m ism o tzunpén. P a sa d o  
e l  p r im e r  p i c o  d e  p r o t e i n a ,  l a  co lu m n a  s e  e l u y é  c o n  e l  m ism o  
tam pén c o n t e n ie n d o  o t - m e t i l - D - m a n o s j d o  0 ,1 5  M. E l p r o c e d im ie n -
86.
t o  s e  l l e v é  a c a b o  a 4 “C y  e n  t o d a s  l a s  f r a c c i o n e s  p o s t e r l o -  
r e s  s e  m ld ié  l a  c a n t i d a d  d e  p r o t e i n a  t o t a l  c o n t e n i d a  y  l a  a c ­
t i v i d a d  in t e r c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  ccm o s e  ha  
d e s c r i t o  m Ss a r r i b a .
87.
14 . -  CALCÜLO DEL INTERCAMBIO_______DE COLESTEROL LIBRE O ESTE RI -
FICADO ENTRE PARTICULAS LIPOPROTEICAS.
14 . 1 .  -  C é l c u lo  d e l  in t e r c a m b io _______de c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e
d o s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s .
La v e lo c i d a d  d e  in t e r c a m b io  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  e n ­
t r e  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  m a rca d a s c o n  c o l e s t e r o l  t r i t i a d o  
y  l i p o p r o t e ï n a s  f r f a s  s e  c a l c u l é  a su m ie n d o , en  p r im e r  lu g a r ,  l a  
no e x i s t e n c i a  d e  t r a n s f e r e n c i a  n e t a  d e  m asa d e  c o l e s t e r o l  y  -  
en  s e g u n d o  lugar^  q u e  en  c a d a  f r a c c i é n  to d o  e l  c o l e s t e r o l  e s t é  
ig u a lm e n t e  d i s p o n i b l e .  E s t o  s i g n i f i c a  q u e  l a  r e a c c i é n  de i n ­
t e r c a m b io  s u c e d e  como una r e a c c i é n  r e v e r s i b l e  d e  l a  form a:
K,
A B
en  d on de l o s  d o s  s e n t i d o s  s i g u e n  una c i n é t i c a  d e  p r im e r  o r d e n ,  
como s e  com p ru eb a  p o r q u e  l a  r e p r e s e n t a c i é n  d e l  L n(A -A eq) v e r ­
s u s  t ie m p o  e s  una l l n e a  r e c t a .  ^ e ç [r e p r é s e n ta  l a  c o n c e n t r a c ié n  
d e  r a d i a c t i v i d a d  en  e l  e q u i l i b r i o .
En l o s  e x p e r im e n t o s  en  q u e  l a s  l i p o p r o t e ï n a s  d e  b a j a  
d e n s id a d  (LDL o  VLDL+LDL) a c tu a r o n  como d o n a n t e s , e s t e  e q u i l i ­
b r i o  s e  c o n s i g u i é  d u r a n te  e l  p e r îo d o  que d u ra r o n  l a s  e x p e r i e n -  
c i a s  y  c o i n c i d i é  co n  e l  e q u i l i b r i o  t e ô r i c o ,  q u e s e  p r o d u c e  
cu a n d o  s e  i g u a l a n  l a s  a c t i v i d a d e s  e s p e d f i c a s  d e  am bas f r a c c i o ­
n e s ,  e s  d e c i r :
Seq =
88 .
DPM t o t a l e s  , . .
 ;  ( 1 )
[don an t ^  + Q re ce n to ^
d o n d e ,S e q =  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  en  e l  e q u i l i b r i o
DPM= n® de d e s i n t e g r a c i o n e s  p o r  m in u to  en  l a  f r a c ­
c i é n  m arcad a  a l  c o m ie n z o  de l a  r e a c c i é n  y q u e  
s e  h i z o  s ie m p r e  i g u a l  a 1 0 0 .0 0 0 .
(b on an tq l y  [ R e c e p to ^  = mas a d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  en  
ambas f r a c c i o n e s .
En e l  c a s o  d e  l a s  in c u b a c io n e s  con  VLDL e s t e  e q u i l i ­
b r i o  no  s e  a l c a n z é  e x p e r im e n t a lm e n t e ,  a p e s a r  d e  e l l o ,  en  l o s  
c é l c u l o s  s u c e s i v o s  s e  u t i l i z é  e l  v a l o r  d e l  e q u i l i b r i o  t e é r i c o  
q u e  s e  o b tu v o  como s e  i n d i c a  en  l a  e c u a ié n  ( 1 ) .
La r e a c c i é n  r e v e r s i b l e  r e s p o n d e  a l a  s i g u i e n t e  e c u a -  
c i é n  e x p o n e n c i a l :
(A -A eq) = ( A ^ -A e q ) .e  (2 )
q u e  s e  t r a n s fo r m a  en  l a  s i g u i e n t e  e c u a c ié n  l o g a r f t m i c a :
L n(A -A eq) = L n (A ^ -A e q )-K t ( 3 ) .
e n  d o n d e  A^= r e p r é s e n t a  l a  c o n c e n t r a c ié n  de r a d i a c t i v i d a d  
e n  e l  d o n a n te  a l  c o m ie n z o  de l a  in c u b a c ié n  -  
( 100 %) .
K= c o n s t a n t e  d e  a p r o x im a c ié n  a l  e q u il ib r io a K ^ + K g
En t o d o s  l o s  c a s o s , l a  r e p r e s e n t a c i é n  d e  L n(A -A eq) 
v e r s u s  t  t e n l a  c o e f i c i e n t e  d e  c o r r e l a c i é n  s u p e r i o r  a 0 , 9 .
P a ra  c a l c u l e r  e l  f l u j o  d e  c o l e s t e r o l  en  m a s a /h o r a .
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e n t r e  d o s  f r a c c i o n e s  s e  u t i l i z a r o n  l o s  v a l o r e s e n t r e  0 y 60 m i­
n u t o s  , p o r  m e d io  d e  l a  e c u a c i é n  s i g u i e n t e  (B4KIER y lALLY , 1979):
DPM r e c e p t o r  (R)
F lu j o =  -------------------------------------------------------------------  (4A)
50r s  d o n a n t e ( D ) - s  r e c e p t o r (R)
d o n d e  S r e p r é s e n t a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a .  E l  d e s a r r o l l o  d e  l a  -  
i n t e g r a l  e s  com o s e  e x p r è s a  e n  e l  s u b a p a r t a d o  s i g u i e n t e .
T am bién  s e  c a l c u l é  m e d ia n t e  l a  e c u a c i é n  s i g u i e n t e ; -  
(BARTER y  JONES , 1 9 8 0 ) ;
[ d]  + [r]
= D ( t ) =  ^ " e ,
d o n d e ,  S^^^^y S^^g^ r e p r e s e n t a n  l a s  a c t i v i d a d e s  e s p e c l f i c a s  -  
(nP M /m asa) en  l a  f r a c c i é n  d o n a n t e  a t i e m -  
p o s  t  y  0 ,  r e s p e c t i v a m e n t e .
F ,  r e p r é s e n t a  l a  v e l o c i d a d  d e  in t e r c a m b io  ( m a s a /h o r a /  
i n c u b a c i é n )  e n t r e  l a s  f r a c c i o n e s  d o n a n t e  y  r e c e p t o r a .
D Y R r e p r e s e n t a n  l a  m asa  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  en  e l  
d o n a n t e  y  e n  e l  r e c e p t o r .
O p era n d o :
[ig  + [r1
^®DCt) ^®D(0) "®eq^ * e  ^  [d]  : ^ (g )
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Tomemdo l o g a r i t m o s ;
t>] + w
'-"<SD(t)-=eq>-'-'=D(0)-Seqf-’’ ' - W - 7 - W l t
S I s e  r e p r e s e n t s  L n ( S g ^ g j -  S^^) f r e n t e  a t ,  e s t a  e c u a -  
c i6 n  s e  c o r r e s p o n d e  co n  una l l n e a  r e t a ,  c u y a  o r d e n a d a  en  e l  o r i ­
gan  e s  L n (S g ^ g j -S ^ g )  y c u y a  p e n d i e n t e  m e s :
d e  dcxide:
F=
-[P] » M  (8)
1 4 . 2 -  C é l c u lo  d e l  f l u j o  a p a r e n t e  y  f l u j o  t o t a l  d e  c o l e s t e ­
r o l  e s t e r i f i c a d o  e n t r e  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  d e  -  
b a j a  d e n s id a d  ( LDL o  VLDL+LDL) y  HDL.
En l o s  e x p e r i e n t o s  r e a l i z a d o s  e n t r e  LDL m a rca d a  en  l o s  
é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  y  HDL f r f a c a lc u la m o s  e l  f l u j o  de c o l e s t e ­
r o l  e s t e r i f i c a d o  u t i l i z a n d o  l a  m ism a fé r m u la  ( 4 A ) .
DPM (HDL)
J g  ®l d l “®hdl
d o n d e  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  e n  LDL
S jjdl*  a c t i v i d a d  e s p e c f f  i c a  en  HDL
91.
Dado que s o la m e n t e  s e  m id ie r o n  l o s  v a l o r e s  d e  DP.M a t ie m p o s  
0 y  3 h o r a s ,  p o r  l o  q u e  s e  asum e q u e  e l  in t e r c a m b io  e s  l i n e a l  
d u r a n t e  e l  p e r îo d o  d e  i n c u b a c i é n .
E l  d e n o m in a d o r  s e  r e s u e I v e  s u s t i t u y e n d o  y
p o r  s u s  v a l o r e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  o u e s t o s  d e  fo rm a  e x p o n e n c i a l .
•3 .  .  .  P3 . .  .  P3
- - V ' r
-'0 Jo Jo
e'^^2'3+Bg/K2 = A g / K ^ ( l - e " ^ ^ l ) + B g / K 2 ( l - e ' ^ ^ ^ 2 )
E s t e  c â l c u l o  n o s  da  e l  f l u j o  u n i d i r e c c i o n a l  e n  m asa  -  
de é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  t r a n s f e r i d a  d e l  d o n a n te  a l  r e c e p t o r  y  
v i c e v e r s a  (y a  q u e  n o  h a y  c a m b io  d e  m asa  t o t a l  d e  é s t e r e s  d e  c d -  
l e s t e r o l  en  c a d a  f r a c c i é n  a l  f i n a l  d e  l a  i n c u b a c i é n ) . A e s t e  
f l u j o  u n i d i r e c c i o n a l  s e  l e  d en o m in a  f l u j o  a p a r e n t e  ( F ^ ) .
P e r o  adem âs e x i s t e  un f l u j o  dp é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  
e n t r e  m o lé c u la s  s i t u a d a s  e n  HDL y  o t r o  e n t r e  m o lé c ü la s  s i t u a d a s  
e n  LDL, o u e  d e b e n  s e r  t e n i d o s  en  c o n s i d e r a c i é n . S u p o n ie n d o  l a  -  
m ism a p r o b a b i l i d a d  a c u a l q u i e r a  d e  l o s  i n t e r c a m b i o s  p o s i b l e s  e l  
in t e r c c im b io  e n t r e  m o l é c u l a s  s i t u a d a s  e n  LDL o  HDL d e b e  s e r  e l  -  
p r o d u c t o  d e l  f l u j o  a p a r e n t e  p o r  l a  r e l a c i ô n  d e  l a  m asa  d e  é s t e ­
r e s  d e  c o l e s t e r o l  e n  c a d a  f r a c c i é n .  E s d e c i r ,  s i  e l  f l u j o  d e s d e  
LDL a HDL e s  F ^ , e l  f l u j o  e n t r e  m o lé c u la s  de HDL s e r â  F^. HDL/ 
LDL. De e s t a  fo r m a  pod em os c a l c u l e r  e l  f l u j o  t o t a l  (F^) q u e  s e  
e s t é  i  n t e  rcam b i  a  n d o  p o r  u n id a d  d e  t ie m p o  e n t r e  t o d a s  l a s  f r a c ­
c i o n e s  .
92.
F.j,«=F^+F^ HDL/ LDL +Fg+Fg LDL /  HDL (9 )
d o n d e  e s  e l  f l u j o  a o a r e n t e  d e  LDL a HDL y  F ^ , e l  f l u j o  a p a ­
r e n t e  d e s d e  HDL a LDL. Dado q u e  no  h a y  t r a n s f e r e n c i a  n e t a  de  
é s t e r e s  de c o l e s t e c o l ' e n t r e  l a s  d o s  f r a c c i o n e s ,  r é s u l t a  que -
HDL LDL^ 1
F _ = 2 F .+ F _ ( HDL /  LDL + LDL /  HDL )= 2 F _ + F .{ --------------------------- )= [
 ^ ^ ^ ^  *  HDL LDL I
HDL ^+2HDL LDL + LDL  ^ ( HDL + LDL ) ^
F ( -------------------------------------------------  ) . F  ( ------------------------------ )
HDL LDL HDL LDL
RESULTADOS
94.
1 INCORPORACION Y ESTEPIFICACION "IN VITRO" DE COLESTEROL T R I-  
TIADO EN l i p o p r o t e ïn a s  PLASMATICAS.
1 . 1 -  M a rca je  de l i p o p r o t e ï n a s  p l a s m é t l c a s  co n  ^ H - c o l e s t e r o l .
T a n to  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  como e l  e s t e r i f i c a d o  co n  -  
â c id o s  g r a s o s  c i r c u l a n  p o r  e l  p la sm a  form an do  p a r t e  de l a s  d i s ­
t i n t  a s  e s t r u c t u r a s  l i p o p r o t e i c a s .  E l  p r im e r  p r o b le m s  p r â c t i c o  
c u e  s e  p l a n t e a  p a r a  e s t u d i a r  l a  d in â m ic a  de l o s  é s t e r e s  de c o ­
l e s t e r o l  de l i p o p r o t e ï n a s  " in  v i t r o "  e s  l a  o b t e n c iô n  de f r a c ­
c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  a l a s  q u e s e  h a y a  in c o r p o r a d o  é s t e r e s  de  
c o l e s t e r o l  r a d i a c t i v o s  co n  s u f i c i e n t e  a c t i v i d a d  e s p e é i f i c a .  La 
in c o r p o r a c J é n  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  e x ô g e n o s  p r é s e n t a  i n s a l -  
v a b l e s  d i f i c u l t a d e s  a c a u s a  d e  a u e  t a i e s  l l p i d o s  so n  a l t a m e n t e  
h i d r o f é b i c o s  y  o cu p a n  e l  i n t e r i o r  d e  l a  m o lé c u la  l i p o p r o t e i c a .  
La i n c o r p o r a c iô n  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e ,  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  no  p r é ­
s e n t a  g r a n d e s  p r o b lè m e s  y a  q u e  s e  l o c a l i z e  e n  l a  s u p e r f i c i e  de  
l a s  l i p o p r o t e ï n a s  y s e  in t e r c a m b ia  f a c i l m e n t e  co n  e l  c o l e s t e r o l  
l i b r e  d e  o t r a s  e s t r u c u t r a s  (membranes p l a s m â t i c a s  o  l i p o p r o t e i ­
c a s )  ; p o r  e s t a  r a z é n  p a r a  l a  o b t e n c iô n  d e  l i p o p r o t e ï n a s  c o n t e ­
n ie n d o  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  r a d i a c t i v o s ,  s e  in c u b é  s u e r o  o  -  
p la sm a  c o n  c o l e s t e r o l  l i b r e  t r i t i a d o ,  y  l a  r e a c c i é n  s e  d e j é  -  
t r a n s c u r r i r  p o r  s u f i c i e n t e  t ie m p o  p a r a  que e s t e  c o l e s t e r o l  l i ­
b r e  s e  e s t e r i f i c a r a  c o n  S c id o s  g r a s o s  p r o c é d a n t e s  de l o s  f o s f o ­
l l p i d o s  g r a c i a s  a l a  a c c i é n  d e l  e n z im a  p l a s m â t i c o  L e c i t i n a -  
C o l e s t e r o l - A c i l - T r a n s f e r a s a  (LCA T).
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FIGURA 3 INCORPORACION DE H-COLESTEROL A PLASMA HUMANO. E l  
^ H - c o I e s t e r o l  s e  a p l i c 6  a un p a p e l  o e  f i l t r o  y  s e  -  
in c u b d  co n  p la s m a  a 3 7 “C . A c a d a  t ie m p o  s e  tom 6 un a  
a l l c u o t a  d e l  p la s m a  q u e  s e  e x t r a j o  co n  e t a n o l /  é t e r  
d e  p e t r é l e o  y  s e  c o n t é  l a  r a d i a c t i v i d a d  c o n t e n i ­
da en  l a  f a s e  o r g é n i c a .
96.
L as f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  m a r c a d a s  en  e l  c o l e s t e ­
r o l  l i b r e  y / o  e s t e r i f i c a d o  q u e  s e  u t i l i z a r o n  a l o  l a r g o  de e s ­
t e  e s t u d i o  p r o v e n la n  d e  p la sm a  o  s u e r o  hum anos o  de p la sm a  -  
de c o n e j o .  La in c o r p o r a c iÔ n  y p o s t e r i o r  e s t e r i f i c a c i ô n  d e l  c o ­
l e s t e r o l  t t i t i a d o  s e  l l e v ô  a c a b o  a 37®C en  b a n o  d e  a g i t a c i é n  
c o n t in u a  a 40 o s c i l a c i o n e s  o o r  m in u to  p o r  p e r îo d o  d e  h a s t a  48 
h o r a s .  La a d i c i é n  d e  l a  r a d i a c t i v i d a d  a l  s u e r o  o  p la sm a  s e  r e a ­
l i z é  p o r  d o s  t é c n i c a s  d i f e r e n t e s :  a p l i c a n d o  e l  c o l e s t e r o l  t r i ­
t i a d o  en  un d i s c o  de p a p e l  d e  f i l t r o  Whetman n® l s o b r e  e l  que  
s e  v e r t î a  e l  p la sm a  (NILSSON v  ZIL\rERSMIT, 1 9 7 2 ) ;  o  b i e n , a n a -  
d ie n d o  e l  s u s t r a t o  r a d i a c t i v o  d i s u e l t o  en  e t a n o l  a b s o lu t o  que  
s e  e v a p o r a b a  a c o n t i n u a c i é n  c o n  a y u d a  de una c o r r i e n t e  d e  n i -  
t r é g e n o  ( CHAJEK y  FIELDING, 1 9 7 8 ) .
La F i g .  3 r e p r é s e n t a  l a  c u r v a  de in c o r p o r a c i é n  d e  c o ­
l e s t e r o l  t r i t i a d o  a c o l e s t e r o l  t o t a l  ( l i b r e + e s t e r i f i c a d o )  de  
p la sm a  hum ano cu a n d o  e l  t r a z a d o r  s e  a p l i c é  en  p a p e l  d e  f i l t r o ;  
com o p u ed e  v e r s e  l a  i n c o r p o r a c i é n  e s  g r a d u a i  y  r e l a t iv a m e n t e  
l e n t a ,  e l  88% d e  l a  r a d i a c t i v i d a d  a p l i c a d a  s e  e n c u e n t r a  e n  l o s  
l l p i d o s  d e l  p la sm a  humano a l a s  24 h o r a s  y  e l  95% a l a s  48 h o ­
r a s  .
C uando e l  t r a z a d o r  s e  a n a d ié  d ir e c t e u n e n t e  en  e t a n o l  
a b s o l u t o ,  l a  i n c o r p o r a c i é n ,  e s  en o rm em en te  e f i c a z  (T a b la  5 ) ,  
t a n t o  a p la sm a  t o t a l  (97 ,04%  d e  l a  r a d i a c t i v i d a d  a p l i c a d a  a -  
l a s  4 h o r a s ) ,  com o a f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  a i s l a d a s  (102 ,25%  
p a r a  HDL, 94,61%  p a r a  LDL y  95,36%  p a r a  VLDL).
97.
TABLA 5 .- INCORPORACION DE H-COLESTEROL A LIPOPROTEÏNAS
f r a c c i é n
in c u b a d a
% d e  l a  r a d i a c t i v i d a d  r e c u p e r a d a  en  
l a  f r a c c i é n  l i p o p r o t e i c a  a l a s  4 h .  
d e  i n c u b a c i é n .
P la s m a  t o t a l 9 7 ,0 4
VLDL 9 5 ,3 6
LDL 9 4 ,6 1
VLDL+LDL 3 3 ,5 4
HDL 1 0 2 ,2 5
P la sm a  c o m p lè t e  y  l i p o p r o t e ï n a s  a i s l a d a s  s e  in c u b a r o n  a 3 7 ®C c o n  
^ H - c o l e s t e r o l  d i s u e l t o  e n  e t a n o l  a b s o l u t o .
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TABLA 6 DISTRIBUCION DEL H-COLESTEROL EN LIPOPROTEÏNAS DE
PLASMA DE CONEJO.
F r a c c ié n % de in c o r p o r a c i é n  
a l a s  2 0 h . de in c u b .
A c t i v id a d  e s ­
p e c i f i c a .  (*)
P la sm a  c o m p lè te 7 6 ,9 8 990
VLDL 8 ,4 8 2216
LDL 1 6 ,3 1 374
HDL 4 5 ,6 4 1006
T r a n tsc u r r id o  e l  t ie m p o  de i n c u b a c i é n ,  l a s  l i p o p r o t e ï n a s  s e  s e p a -  
r a r o n  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i é n  a l a s  d e n s id a d e s  de 1 , 0 0 6 ,  1 ,0 6 3  y 
1 , 2 1  g  . /m l ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  (*3 L o s r e s u l t a d o s  s e  r e f i e r e n  a 
c o l e s t e r o l  t o t a l  y  s e  e x p r è s  an en  c p m ^ g  .
99.
La i n c o r p o r a c i é n  d e  r a d i a c t i v i d a d  a p la s m a  d e  c o n e j o  
e s  s i m i l a r  a l a  i n c o r p o r a c i é n  a p la s m a  hu m ano, s i e n d o  d e l  9 4,6%  
a l a s  24 h o r a s  y  d e l  95,7%  a l a s  48 h o r a s . '
E l  c o l e s t e r o l  r a d i a c t i v o  no s e  in c o r p o r a  a l a s  l i p o -  
p r o t e î n a s  p l a s m â t i c a s  e n  i g u a l  m e d id a , s i n o  e u e  s e  d i s t r i b u y e  -  
e n t r e  e l l a s  en  r a z é n  d e  l a  c a p a c id a d  t r a n s p o r t a d o r a  q u e p o s e e n  
p a r a  t a l  e s t e r o i d e  l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s .  Como 
p u e d e  v e r s e  e n  l a  T a b la  6 ,  c u a n d o  p la sm a  c o m p lè t e  de c o n e j o  s e  
in c u b a  c o n  c o l e s t e r o l  t r i t i a d o ,  l a  m ayor p a r t e  d e  l a  r a d i a c t i ­
v id a d  t o t a l  I n c o r p o r a d a  ( 7 6 ,9  8% ), s e  e n c u e n t r a  e n  HDL s e q u id a  
de LDL y  VLDL. C u and o e s t o s  d a t o s  s e  e x p r è s a n  e n  t é r m in o s  d e  a c ­
t i v i d a d  e s p e c i f i c a  s e  d e m u e s tr a  q u e  VLDL in c o r p o r a  m ayor c a n t i ­
dad  de c o l e s t e r o l  r a d i a c t i v o  p o r  /ug d e  c o l e s t e r o l  t o t a l  q u e  HDL 
o LDL.
1 . 2 . -  E s t e r i f l c a c i é n  d e l  ^ H - c o l e s t e r o l  in c o r p o r a d o  a l i p o ­
p r o t é i n e s  p l a s m â t i c a s .
D u r a n te  l a  i n c u b a c i é n  d e  p la s m a  o  s u e r o  c o m p le t o s  y  -  
f r e s c o s  c o n  c o l e s t e r o l  t t i t i a d o  t i e n e  l u g a r  l a  e s t e r i f l c a c i é n  
d e  e s t e  m e d ia n t e  l a  a c c i é n  d e l  e n z im a  LCAT.
S e g û n  p u e d e  a p r e c i a r s e  e n  l a  F i g . 4 , l a  e s t e r i f l c a c i é n  
d e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  r a d i a c t i v o  a n a d id o  a p la sm a  d e  c o n e j o ,  a u -  
m en ta  d e  fo rm a  h i p e r b é l i c a  co n  e l  t i e m p o ,  a l c a n z â n d o s e  una m e s e -  
t a  a p a r t i r  d e  l a s  24 h o r a s ,  en  l a  q u e  un 80% d e l  c o l e s t e r o l  -  
r a d i a c t i v o  a p a r e c e  en  fo rm a  e s t e r i f i c a d a .
En l a  T a b la  7 s e  d e m u e s tr a  q u e  l a  a l t a  c a p a c id a d  e s -
\ o o
Y. CE
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FIGURA 4 ESTERIFICACION DEL H-COLESTEROL EN PLASMA DE CONEJO.
^ H - c o l e s t e r o l  s e  a p l i c ô  en  un p a p e l  de f i l t r o  y  s e  
ln c u b 6  co n  p la sm a  d e  c o n e j o  a 3 7 “C . A ca d a  t ie m p o  s e  
e x t r a j e r o n  a l l c u o t a s  d e  p la sm a  con  e t a n o l /  é t e r  de  
p e t r ô l e o .  La f a s e  o r g â n i c a  s e  a p l i c ô  en  p l a ç a  de c r o ­
m a to g r a f  l a  e n  c a p a  f i n a ,  c o n t â n d o s e  l a  r a d i a c t i v i d a d  
c o r r e s p o n d i e n t e  a l a s  b a n d a s  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  y  
c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o .
1 0 1 .
TABLA 7 INCORPORACICM DE H-COLESTEROL Y (ŒLACIOK DE ESTERI­
FICACION EN LAS LIPOPROTEÏNAS DE PLASMA DE CONEJO.
F r a c c i é n % d e  
48 h
r a d i a c t i v i d a d  a l a s  
, d e  in c u b a c i é n
% de c o l e s t e r o l  
e s t e r i f i c a d o
T o t a l L ib r e
(* )
E s t e r i f i c a d o
(* )
P la sm a
c o m p lè t e 8 7 ,5 1 5 ,4 7 2 ,1 8 2 ,5
VLDL-t-LDL 
(d<JL,06 3 g /m l) 4 0 , 7 6 , 8 3 3 ,9 8 3 ,3
HDL
( d > l ,0 6  3 g /m l) 4 9 ,5 8 ,2 4 1 ,3 8 3 ,4
(.*) T r a n s c u r r id o  e l  t ie m p o  d e  i n c u b a c i é n ,  l a s  l i p o p r o t e ï n a s  s e  
s e p a r a r o n  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i é n .  U n a a l i c u o t a  d e  c a d a  f r a c c i é n  
s e  e x t r a j o  en  é t e r  d e  p e t r é l e o .  L os l i p i d o s  s e  s e p a r a r o n  me­
d i a n t e  c r o m a t o g r a f ia  e n  c a p a  f i n a ,  m id ié n d o s e  s e g u id a m e n t e  l a  
r a d i a c t i v i d a d  c o n t e n i d a  e n  l a s  b a n d a s  c o r r e s p o n d ! e n t e s  a l  c o l e s ­
t e r o l  l i b r e  y  e s t e r i f i c a d o .
1 0 2 .
t e r i f i c a d o r a  q u e p r é s e n t a  e l  p la sm a  de c o n e j o  va  acom panada de  
una r â p id a  d i s t r i b u c i é n  p o r  l a s  l i p o p r o t e ï n a s  de l o s  é s t e r e s  -  
d e  c o l e s t e r o l  s i n t e t i z a d o s  " in  v i t r o " .  A s I ,  en  p la sm a  c o m p le to  
e n c o n tr a m o s  a l a s  48 h o r a s  un 82,5%  d e  l a  r a d i a c t i v i d a d  in c o r p  
p o r a d a  en  form a e s t e r i f i c a d a .  S e p a r a d a s  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i é n ,  
l a s  l i p o p r o t e ï n a s  d e  b a j a  d e n s id a d  (VLDL+LDL) de l a s  l i p o p r o t e l -  
n a s  de a l t a  d e n s id a d  (HDL) s e  o u d o  co m o ro b a r  o u e  c o n t e n I a n , r e s ­
p e c t iv a m e n t e ,  e l  40,7%  y  e l  49,5%  de la  r a d i a c t i v i d a d  a p l i c a d a ,  
s i e n d o  e l  83,3%  y  e l  83,4%  s u  c o n t e n id o  r e s p e c t i v o  e n  ^ H - c o le s ­
t e r o l  e s t e r i f i c a d o .
E l  p la sm a  d e  c o n e j o  e s  m és e f i c a z  e n  l a  e s t e r i f l c a c i é n  
d e l  c o l e s t e r o l  e x é g e n o  q u e e l  p la s m a  o  s u e r o  hu m an os, p r e s e n t a n -  
d o ,  a d e m â s , una m ayor v e l o c i d a d  d e  r e d i s t r i b u c i ô n  de l o s  m ism os 
p o r  l a s  d l v e r s a s  l i p o p r o t e ï n a s .  En l a  T a b la  8 s e  m u e s tr a  como -  
e l  p la sm a  hum ano e s  m enos e f i c a z  q u e e l  s u e r o  en  l a  e s t e r i f i c a -  
c i é n  d e l  c o l e s t e r o l ,  p u e s  en  a q u e l , a l a s  10 h o r a s  d e  in c t k a -  
c i é n ,  s o la m e n t e  e l  16,0%  d e l  c o l e s t e r o l  e s t é  e n  form a e s t e r i ­
f i c a d a ,  m ie n t r a s  q u e  e n  e s t e  s e  l l e g a  a un 3 0 ,5% . E l  p la sm a  de  
c o n e j o ,  en  e s t e  m ism o t ie m p o ,  p r é s e n t é  e l  43,04%  en  form a e s t e ­
r i f i c a d a ;  d i s t r i b u y é n d o s e  l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  rS p id eu n en te  
p o r  l a s  l i p o p r o t e ï n a s ,  e n c o n t r â n d o s e  fo rm a n d o , r e s p e c t i v a m a n t e , 
e l  3 7 ,0 % , e l  48,38%  y  e l  35,55%  d e l  c o l e s t e r o l  t o t a l  r a d i a c t i v o  
e n  HDL, LDL y VLDL. E l  s u e r o  hum ano d i s t r i b u y e  l o s  é s t e r e s  de  
Il c o l e s t e r o l  a m enor v e l o c i d a d ,  p u e s  e s  e l  51,9%  e l  c o l e s t e r o l  e s ­
t e r i f i c a d o  e n  HDL, m ie n t r a s  q u e  s é l o  e s  e l  17,8%  y e l  31,4% -  
d e l  c o l e s t e r o l  t o t a l  d e  LDL y  VLDL, r e s p e c t i v a m e n t e ,  e l  q u e s e  
e n c u e n t r a  form an d o  un é s t e r  d e  â c id o  g r a s o .
10 3.
TABLA p DIFERENCIAS EN LA CAPACIDAD ESTERIFICADORA DEL
3 ’
H-COLESTEROL ENTRE PLASMA Y SUERO HUMANOS Y -
PLASMA DE CONEJO.
% de  
a l a s
l a  r a d i a c t i v i d a d  en  é s t e r e s  
10 h .  d e  i n c u b a c i é n .
de c o l e s t e r o l
C Q m pleto HDL LDL VLDL
P la sm a
hum ano 1 6 ,0 2 6 ,1 3  -------
S u e r o
hum ano 3 0 ,5 5 1 ,9  1 7 ,8 3 1 ,4
P la sm a
c o n e j o 4 3 ,0 4 3 7 ,0  4 8 ,3 8 3 5 ,5 5
L as l i p o p r o t e ï n a s  s e  s e p a r a r o n  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i é n  ( v e r  Ma­
t e r i a l  y  M é t o d o s ,  a p a r t a d o  4 . 1 .  ) .  Una a l i c u o t a  de c a d a  f r a c c i é n
s e  e x t r a j o  y  s e  m id ié  l a  r a d i a c t i v i d a d  c o n t e n i d a  en  l o s  é s t e r e s  
de c o l e s t e r o l .
104.
La f r a c c i é n  HDL e s  e l  s u s t r a t o  p r e f e r i d o  p a r a  l a  r e a c ­
c i é n  d e  e s t e r i f i c a c i é n  c a t a l i z a d a  p o r  e l  LCAT (GLOMSET, 1 9 6 8 ) .  
S in  e m b a r g o , como s e  m u e s tr a  e n  l a  T a b la  9 ,  l a  r e a c c i é n  s é l o  -  
t i e n e  lu g a r  en  p r e s e n c i a  de l a s  l i p o p r o t e ï n a s  d e  m enor d e n s id a d  
(VLDL+LDL); cu a n d o  s e  in c u b é  p la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t e ï n a s  de  
b a j a  y  muy b a j a  d e n s id a d  c o n  ^ H - c o l e s t e r o l  n o  s e  p r o d u jo  e s t e ­
r i f i c a c i é n  d e l  m ism o , a p e s a r  d e  q u e  t a n t o  e l  s u s t r a t o  (HDL) -  
como e l  e n z im a  (LCAT) e s t a b a n  p r é s e n t e s .  En d ic h a  t a b l a  p u ed e  
a p r e c i a r s e  q u e  s é l o  e l  0,5% de l a  r a d ia c t iv id a d  in c o r p o r a d a  a 
HDL e n  l a  f r a c c i é n  p l a s m â t i c a  d e  d ensid ad  m ayor d e  1 ,0 6 3  g / m l , s e  
e n c u e n t r a  e n  form a e s t e r i f i c a d a ,  m ie n t r a s  q u e  e s  de un 37% l a  
c a n t id a d  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  e n c o n t r a d o s  e n  l a  m ism a f r a c ­
c i é n  HDL, cu a n d o  s e  in c u b é  p la sm a  c o m p le t o .
105,
TABLA 9 ESTERIFICACION DEL H-COLESTEROL EN PLASMA HUMANO 
COMPLETO Y EN PLASMA LIBRE DE LIPOPROTEÏNAS DE BA­
JA DENSIDAD.
F r a c c i é n % de l a  r a d i a c t i v i d a d  in c o r p o r a d a  
a l  c o l e s t e r o l  de HDL a l a s  21 h .
T o t a l  L ib r e  E s t e r i f i c a d o
%c o l e s t e r o i  
e s t e r i f i c a d o
P la sm a  c o m p le t o 4 5 ,7  2 8 , 8  1 6 ,9 3 7 ,0
P la sm a  l i b r e  d e
VLDL+LDL
( d <  1 ,0 6  3 g r /m l) 8 8 ,0  8 7 ,5 6  0 ,4 4 0 , 5
A l f i n a l  d e  l a  i n c u b a c i é n ,  l o s  I f p i d o s  e x t r a î d o s  de a l l c u o t a s  de  
c a d a  f r a c c i é n  s e  s e p a r a r o n  m e d ia n t e  c r o m a t o g r a f ia  en  c a p a  f i n a  
( v e r  M a t e r ia l  y  M é to d o s ,  a p a r t a d o  6 . )  m id ié n d o s e  l a  r a d i a c t i v i ­
d ad  c o n t e n i d a  an  l a s  fo r m a s  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  y  e s t e r i f i c a d o .
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2 . -  INTERCAMBIO "IN VITPO* DE COLESTEROL LIBRE ENTRE LIPOPRO- 
TEINAS AISLADAS.
2 . 1 . -  A u s e n c la  de t r a n s f e r e n c i a  n e t a  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  y  
c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  e n t r e  l i p o p r o t e ï n a s .
S e  h a  d e s c r i t o  r e p e t id a m e n t e  e n  l a  l i t e r a t u r a  q u e ,  
cu a n d o  s e  in c u b a n  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s ,  n o  s e  
a p r e c ia n  t r a n s f e r e n c i a s  n e t a s  de c o l e s t e r o l  l i b r e  n i  e s t e r i f i ­
c a d o  d e s d e  u n a s  f r a c c i o n e s  h a c i a  o t r a s  (GOODMAN y LEQUIRE,1 9 7 5 ) ,  
y a  q u e n o  p u e d e  c o m p r o b a r se  un au m en to  d e l  c o n t e n id o  de c o l e s ­
t e r o l  t o t a l  ( l i b r e + e s t e r i f i c a d o )  e n  una f r a c c i é n  l i p o p r o t e i c a  
q u e  s e  c o r r e s p o n d s  c o n  una d i s m in u c ié n  e n  o t r a  u o t r a s  cu a n d o  
s e  r e a l i z a h  e x o e r im e n t o s  " in  v i t r o " .  En l o s  e x p e r im e n t o s  q u e  
d e s c r ib ir e m o s  a c o n t i n u a c i é n  o e  ë s t u d i a  l a  t r a n s f e r e n c i a  de c o ­
l e s t e r o l  o  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  r a d ia c t iv o s  e n t r e  un a  f r a c c i é n  
c a l i e n t e  y  o t r a  f r i a .  E s t a  " t r a n s f e r e n c i a "  d e l  t r a z a d o r  r e p r e ­
s e n t s ,  p o r  l o  t a n t o ,  in t e r c a m b io  m o lé c u la  a m o lé c u la  de c o l e s ­
t e r o l  f r i o .  Dado q u e r é s u l t a  i m p o s i b le  m e d ir  l a  c a n t id a d  a b -  
s o l u t a  d e  c o l e s t e r o l  a n t e s  y  d e s p u é s  d e  l a  i n c u b a c ié n  e n  c a d a  
e x p é r im e n t e ,  s e  r e a l i z a r o n  e x p e r im e n t o s  p r e v i o s  p a r a  d e m o s tr a r  
q u e d e s p u é s  d e  una in c u b a c ié n  e n t r e  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s ,  
e l  c o n t e n id o  a b s o lu t o  d e  c o l e s t e r o l  t o t a l ,  l i b r e  y  e s t e r i f i c a ­
d o ,  p e r m a n e c la  c o n s t a n t e .
La T a b la  10 resu m e l o s  r e s u l t a d o s  de uno de t a i e s  
e x p e r im e n t o s .  L as d i v e r s a s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s ,  p r o c é d a n ­
t e s  d e  p la sm a  hum ano, s e  in c u b a r o n , d o s  a d o s ,  en  p r o p o r c io n e s
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a p r o x im a d a s  a  l a s  f i s i o l ô g i c a s , d u r a n t e  3 h o r a s  a 3 7 °C , s e p a -  
r â n d o s e  d e  n u e v o  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i d n  a l a  d e n s id a d  a d e c u a -  
d a  e n  c a d a  c a s o .  Como c o n t r ô l e s  ( t ie m p o  0) s e  u t i l i z a r o n  l o s  
m ism os p a r e s  d e  l l p o p r o t e l n a s  e e p a r S n d o s e  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a -  
c id n  in m e d la ta m e n t e  d e s p u é s  d e  g u e  f u e r o n  m e z c la d a s .
N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  e x p r e s a n  l a  c a n t i d a d  de c o l e s t e -  
r o l  (e n  mg) q u e  c o n t e n i a  l a  f r a c c i d n  d e  m enor d e n s id a d  de c a d a  
p a r  d e s p u é s  d e  l a  s e p a r a c l ô n .  En c a d a  f r a c c l d n  s e  m id id  e l  c o -  
l e s t e r o l  t o t a l ,  l i b r e  y  e s t e r i f i c a d o ;  e s t o s  d o s  û l t i m o s  s e p a r a -  
d o s  p o r  c r o r o a t o g r a f la  e n  c a p a  f i n a .  Como p u e d e  v e r s e  en  d i c h a  
t a b l a ,  e l  c o l e s t e r o l  t o t a l  p e r m a n e c e  c o n s t a n t e  a l  c o m ie n z o  y 
a l  f i n a l  d e  l a  i n c u b a c i ô n  ( v a r i a c i ô n  10%) . La c o lu m n a  se g u n d a  
r e p r é s e n t a  l a  r e c u p e r a c i d n  d e  c o l e s t e r o l  a p l i c a d o  a l a  c a p a  f i ­
na  en  c a d a  c a s o .  L o s d a t o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l  c o l e s t e r o l  l i ­
b r e  y  a l  e s t e r i f i c a d o  d e r a u e s tr a n  q u e  n in g u n a  d e  l a s  d o s  f r a c -  
c i o n e s  s u f r e  m o d i f i c a c i d n  y  q u e  l a s  p r o p o r c io n e s  d e  a m b o s, e n  
c a d a  f r a c c i ô n , s e  m a n t ie n e n  c o n s t a n t e s  d e p u é s  d e  l a  i n c u b a c i ô n ,  
s a l v o  en  e l  c a s o  d e  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  e n  VLDL ( c a s o  1®) 
a t ie m p o  0 ,  c u y a  p r o p o r c id n  s e  v e  a l t e r a d a ,  s i n  du da p o r  p é r -  
d i d a s , l o  c u a l  e s  l a  c a u s a  d e  l a  m en or  r e c u p e r a c id n  en  e s t e  
t ie m p o  (82% f r e n t e  a 95,6%  a l a s  3 h o r a s ) .  En l a s  i n c u b a c i o n e s  
de VLDL y  LDL c o n  HDL, l a s  p r o o o r c i o n e s  de c o l e s t e r o l  l i b r e  y  
e s t e r i f i c a d o ,  a t ie m p o  0 y  a l a s  3 ' h o r a s ,  d i f i e r e n ,  r e s p e c t i v e ­
m en t e  , e n  1,6%  y  0 ,6 % , c o n  u n a s  r e c u p e r a c i o n e s  q u e  d i f i e r e n  en  
t o d o s  l o s  c a s o s  e n  m en os d e  un 5%. Se p u e d e  p u e s  l l e g a r  a l a  c o n -  
c l u s i ô n  d e  q u e  l a  c a n t i d a d  d e  c o l e s t e r o l ,  t a n t o  l i b r e  com o e s ­
t e r i f i c a d o ,  c o n t e n i d o  e n  l a s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s , no s e  mo­
d i f i e d  en  l a s  c o n d i c i o n e s  d e  l a  m ayor  p a r t e  d e  n u e s t r o s  e x p e r i -  
m e n t o s .
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FIGURA 5 . . -  INTERCAMBin ESPONTANCO "IN VITRO" DE H-COLESTEROL 
LIBRE ENTRE LIPOPROTEIN AS DE BAJA DENSIDAD ( ;%DL 
Y LDL ) Y HDL A 3 7 "C. \HjDL,LDL y  VLDL+LDL h u m a n a s , 
m a r c a d a s  e x c l u s iv a m e n t e  e n  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e ( e n  
p r e s e n c l a  d e  0 , 2 8  mM d e  DTNB) s e  in c u b a r o n  c o n  HDL 
f r i a  H um ana, e n  l a s  p r o p o r c io n e s  ^H-LDL y  (VLDL 
+LDL) a HDL d e  2 : 1  ( m e d id o  e n  c o l e s t e r o l  t o t a l  ) 
y  d e  ^H-^UjDL a HDL de 1 : 2 .  L os p u n t o s  r e p r e s e n t a n  
e l  % d e  r a d i a c t i v i d a d  e u e  a p a r e c e  en  HDL, e n  c a d a  
c a s o ,  a l  f i n a l  d e  l a s  i n c u b a c i o n e s .
1 1 0 .
2 . 2 . -  In te r c a u n b io  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e  l i p o p r o t e f n a s  d e  
b a j a  o  müy b a j a  d e n s id a d  t r l t i a d a s  y  HDL f r I a .
Aunque no  hem os p o d id o  co m p ro b a r  a l t e r a c i o n e s  e n  l a  
m asa t o t a l  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  y  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  c u a n -  
do s e  in c u b a r o n  l i p o p r o t e f n a s  a i s l a d a s ,  s i  hem os v i s t o  t r a n s -  
f e r e n c i a  d e  r a d i a c t i v i d a d  c u a n d o  s e  in c u b a r o n  VLDL, LDL y  
VLDL+LDL, m a rca d a s e n  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  (e n  p r e s e n c ia  de 0 ,2 8  
mM d e  DTNB) con  HDL f r i a .  Como s e  p u ed e  v e r  en  l a  F ig .  5 , e s ­
t e  p a s o  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  t r i t i a d o  d e s d e  l a s  l i p o p r o t e i n a s  -  
p l a s m â t i c a s  d e  m enor d e n s id a d  h a c i a  HDL p a r e c e  s e r  l e n t o ,  p u e s  
en  n in g û n  c a s o  s e  a l c a n z a  e l  v a l o r  m âxim o a n t e s  d e  l a s  d o s  h o ­
r a s  d e  in c u b a c i ô n .  L as H p o o r o t e ln a s  s e  in c u b a r o n  a 3 7 “C p o r  
un p é r io d e  d e  h a s t a  24 h o r a s ,  e n  p r o p o r c io n e s  a p r o x im a d a s  a l a s  
f i s i o l ô g i c a s  m e d id a s  en  c o l e s t e r o l  t o t a l  y  e n  l o s  c a s o s  de  
^H-LDL y  ^ H -( VLDL+LDL) s e  l l e g a  a una m e s e ta  en  l a  q u e  n o  s e  -  
a p r e c i a  a u m en to  de r a d i a c t i v i d a d  e n  l a  f r a c c i ô n  r e c e p t o r a .  E s­
t a  m e s e t a  no  p a r e c e  h a b e r s e  a l c a n z a d o  p a r a  ^H-VLDL d u r a n te  e l  
p é r io d e  d e  i n c u b a c i ô n . Cuando e s t e  m ism o e x p e r im e n to  s e  l l e v ô  
a c a b o  a 4®C, l o s  r e s u l t a d o s  f u e r o n  muy d i f e r e n t e s  (T a b la  1 1 ) ;  
e l  in t e r c a m b io  e s  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  m âs l e n t o ,  y a  q u e  a l a s  6 
h o r a s  l a  t r a n s f e r e n c i a  de r a d i a c t i v i d a d  e s  de 3 a 5 v e c e s  i n ­
f e r i o r  q u e  c u a n d o  l a  in c u b a c iô n  s e  r e a l i z ô  a 37®C.
Cuando l a s  in c u b a c io n e s  a 3 7 ®C s e  r e a l i z a r o n  e n  p r e ­
s e n c i a  d e  l a  f r a c c i ô n  p l a s m â t i c a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e i n a s  ( F i g .
6 ) s e  p u d o  com p ro b a r  q u e  l a s  c u r v a s  e r a n  en  l o s  3 c a s o s  s e m e -  
j a n t e s  d e  t r a z a d o  a l a s  d e s c r i t a s  a n t e r io r r o e n t e ,  con  l a  p a r t i -
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c u la r ld a d  de q u e  l a s  c o t a s  de in t e r c a m b io  fu e r o n  s ie m p r e  s u p e -  
r i o r e s  (e n  un 12% aproxim adaun en te a l a s  2 h o r a s )  cuand o  e l  
p la sm a  e s t u v o  p r é s e n t e .
2 . 3 . -  I n te r c a m b io  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e  l i p o p r o t e i n a s  
de a l t a  d e n s id a d  y  l i p o p r o t e i n a s  d e  b a ja  o  muy b a j a  
d e n s id a d .
Cuando l a s  l i p o p r o t e i n a s  de a l t a  d e n s id a d  a c tu a r o n  -  
como d o n a n te s  de c o l e s t e r o l  t r i t i a d o ,  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n id o s  
no s e  c o r r e s p o n d ie r o n  e x a c ta u n e n te  con  l o s  e x p u e s t o s  en  e l  s u b -  
a p a r ta d o  a n t e r i o r .  Como p u ed e  a p r e c i a r s e  en  l a  F iq 7  , cuand o  
l a  in c u b a c iô n  s e  r e a l i z ô  a 3 7 “c .  no p a r e c e  a l c a n z a r s e  una m e se ta  
C la r a  en  n in g u n o  de l o s  c a s o s ' p r e s e n t a d o s  d u r a n te  l a s  6 h o r a s  
de in c u b a c iô n .  A dem âs, como p u ed e  v e r s e  en  d ic h a  f i g u r a ,  p a r a  
e l  c a s o  de VLDL, l a  r e l a c i ô n  d o n a n t e : r e c e p t o r  e s  un f a c t o r  l i ­
m i t a n t e  d e  enorm e im p o r t a n c ia ;  p u e s  cu a n d o  e s t a s  f r a c c io n e s  l i -  
p o p r o t e l c a s  s e  in c u b a r o n  e n  p r o p o r c io n e s  a p r o x im a d a s a l a s  f i -  
s i o l ô g i c a s  (m ed id a s  e n  c o l e s t e r o l  t o t a l )  en  \g.DL no s e  r é c u p é ­
r é  mfis d e  un 10% d e  l a  r a d i a c t i v i d a d  o r i g i n a l  a l a s  3 h o r a s .  -  
S in  em bargo cu an d o  VLDL s e  in c u b ô  con  HDL e n  l a s  p r o p o r c io n e s  
2 : 1 ,  en  l a s  l i p o p r o t e i n a s  d e  muy b a j a  d e n s id a d  se  e n c o n t r ô  mâs 
d e l  60% de l a  r a d i a c t i v i d a d  o r i g i n a l  en  e l  m ism o t ie m p o .
Como p u ed e  a p r e c i a r s e  en  l a  T a b la  1 2 ,  l a  te m p e r a tu r a  
ta m b ié n  a f e c t a  e l  in t e r c a m b io  de c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e  HDL y  
l a s  l i p o p r o t e i n a s  de b a j a  o  muy b a j a  d e n s id a d ;  p u e s  t r a s  6 h o ­
r a s  de in c u b a c iô n  a 4® C,en LDL s ô l o  s e  e n c o n t r ô  e l  8% de l a  r a -
( i h
100-,
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-A VLDL 
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> 70
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FIGURA 7 INTERCAMBIO ESPONTANEO "IN VITRO" DE H-COLESTEROL 
LIBRE ENTRE HDL Y LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD 
( VLDL Y LDL ) A 3 7 ®C. HDL hu m ana, m arcad a  e x c l u s i ­
v a m e n te  en  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  ( e n  p r e s e n c i a  de -  
0 ,2  8 mM de DTNB) s e  in c u b ô  co n  VLDL,LDL y  VLDL+LDL 
f r i a s  h u m a n a s, en  l a s  p r o p o r c io n e s  d o n a n t e : r e c e p ­
t o r  d e  1 : 2 ,  m e d id o  en  c o l e s t e r o l  t o t a l  ( s a l v o  p a r a  
e l  c a s o  A— ^ q u e  s e  h i z o  e n  l a s  p r o p o r c io n e s  2 : i ) .  
L os p u n to s  r e p r e s e n t a n  e l  % d e  r a d i a c t i v i d a d  que  
p e r m a n e ce  en  HDL, e n  c a d a  c a s o ,  a l  f i n a l  de l a s  i n ­
c u b a c i o n e s .
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d l a c t l v i d a d  o r i g i n a l ,  y  en  VLDL un 18%, a p e s a r  de e n c o n t r a r s e  
en  una p r o p o r c iô n  4 v e c e s  s u p e r i o r  a l a  f i s i o l d g i c a .
Cuando l a s  i n c u b a c io n e s  a 3 7 ®C s e  r e a l i z a r o n  en  p r e ­
s e n c i a  d e  p la sm a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e i n a s  ( F i g . 8 ) p u d im os com­
p r o b a r  q u e l a s  c o t a s  de in t e r c a m b io  a lc a n z a d a s  p a r a  l o s  c a s o s  
de  VLDL (e n  p r o p o r c io n e s  de 1 : 2  d e  d o n a n t e : r e c e p t o r )  y  VLDL+
LDL e r a n  m enor y  m ayor r e s p e c t i v a m e n t e ,  a l o s  o b t e n id o s  en  a u -  
s e n c i a  d e  p la s m a . P a ra  e l  c a s o  d e  \UjDL .incubada con  ^H-HDL en  
l a s  p r o p o r c io n e s  2 : 1 (m ed ido  en  c o l e s t e r o l  t o t a l )  n o  s e  l l e g d  
a r e c u p e r a r  e n  l a  f r a c c i ô n  d e  muy b a j a  d e n s id a d  mSs d e l  9,5% -  
d e  l a  r a d i a c t i v i d a d  o r i g i n a l .
Como d e c la m o s  mSs a r r i b a ,  e n  l o s  e x p e r im e n t o s  r e a l i z a -  
d o s  p a r a  e s t u d i a r  e l  in te r c z u n b io  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e  HDL 
t r i t i a d a  y  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e l c a s  de b a j a  d e n s id a d  (VLDL, -  
LDL o  VLDL+LDL) s e  o b s e r v ô  q u e ,  c o n t r a r ia m e n t e  a l o  que o c u r r l a  
e n  l o s  e x p e r im e n t o s  en  l o s  q u e  e l  t r a z a d o r  s e  e n c o n tr a b a  en  l a s  
l i p o p r o t e i n a s  de b a j a  d e n s id a d ,  e l  in t e r c a m b io  de r a d i a c t i v i ­
dad  s e  in t e r r u m p ia ,  a p a r e n t e m e n t e , a un n i v e l  d e  in t e r c a m b io  -  
l e j o s  d e l  e q u i l i b r i o  i s ô t ô p i c o  (Têübla 13) r e p r e s e n t a d o  p o r  l a  
i g u a l a c i d n  d e  s u s  a c t i v i d a d e s  e s o e c i f i c a s . S i  aceptanK js q u e no  
e x i s t e  t r a n s f e r e n c i a  n e t a  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e  l a s  f r a c c i o ­
n e s  in c u b a d a s ,  e s t o s  r e s u l t a d o s  o u e d e n  i n t e r p r e t a r s e  como s i  s o ­
l o  n a r t e  d e  la< f r a c c i ô n  t o t a l  d e  o o l é e t e r o l  d e  HDL f u e r a  d isp o n i+ i  
b le '.p à r à  e l  i n t e r c a m b io .  S in  e m b a r g o , e s t a  f r a c c i ô n  d e  c o l e s t e ­
r o l  l i b r e  a p a r e n te m e n te  d i s p o n i b l e  v a r i a  co n  l a  c o n c e n t r a c iô n  
d e  l a  l i p o p r o t e i n a  r e c e o t o r a ( l i p o p r o t e i n a s  de b a j a  d e n s id a d )
1 11
ÜO BS£SBi2£
A---- à  VLDL
•-----•  VLDL
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> 70
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FIGURE 8 INTERCAÏÎBIO "IN VITRO" DE H-COLESTEROL LIBRE A 
3 7 “C , ENTRE HDL Y LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD 
(VLDL Y LDL),EN PRESENCIA DE PLASMA HUMANO LIBRE 
DE LIPOPROTEINAS. HDL human# m arcad a e x c l u s i v a ­
m en te  en  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  (e n  p r e s e n c ia  de -  
0 ,2 8  mM de DTNB)s e  in c u b ô  con  VLDL y VLDL+LDL -  
f r I a s  hum anas en  l a s  p r o p o r c io n e s  d o n a n t e ; r e c e p ­
t o r  d e  1 : 2  ( s a l v o  en  e l  c a s o ^  A gue fu e  de 2 :1 )
m ed id a s  en  c o l e s t e r o l  t o t a l ,  y  en  p r e s e n c ia  de -  
0 ,4  m l de l a  f r a c c i ô n  de p la sm a  humano de d > l , 2 5  
g /m l .  L os p u n to s  r e p r e s e n t a n  e l  % de r a d i a c t i v i ­
dad de HDL,en c a d a  c a s o , a l  f i n a l  de l a s  in c u b a c io n e s .
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TABLA 1 3 . -  COCIENTE DE LAS ACTIVIDADES ESPECIFICAS DEL DONANTE 
Y PECEPTOP EN EL INTERCAMBIO DE COLESTEROL LIBRE A 
3 7 "C A LAS DOS HORAS DE INCUBACION.
D o n a n te R e c e p to r R e la c io n  en  C .L . 
D o n a n te : R e c e p to r
A .E . DONANTV
A. E . RECEPTOR
^H-HDL VLDL 1 : 2 2 ,5
LDL 1 :2 2 ,9
" VLDL+LDL 1 :2 3 ,8
^h -'\t :.dl HDL 2 : 1 1 ,5
^H-LDL « 2 : 1 0 ,9 6
^H-(VLDL+LDL) 2 : 1 1 ,2
119.
TABLA 1 4 . -  RELACION ENT^E EL COCIENTE DE COLESTEROL LIBRE DE 
^CEPTOR/DON ANTE Y EL INTERCAMBIO DE COLESTEROL -  
LIBRE ENTRE HDL Y LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD 
A LAS DOS HO PAS DE INCUBACION.
%R a d ia c t iv id a d  A c t iv id a d  e s p e -  %del p o o l
t r a n s f e r i d a  c i f i c a  en  e l  -  de HDL i n -
e q u i l i b r i o
R e la c iô n  de c o l e s ­
t e r o l  l i b r e
R ecep tor /H D L te r c a m b ia d o
HDL ° e c e o t o r
l , o 3 13 1 ,6 5 7 239 1 4 ,8 0
2 ,8 5 50 1 .3 4 8 480 6 1 ,2 8
2 ,8 6 49 1 .3 8 7 466 5 9 ,1 2
4 ,1 3 64 686 295 7 5 ,7 0
120. ■
o  m e jo r  aûrf co n  l a  r e l a c i ô n  r e c e p to r /H D L  (m ed id o  en  c o l e s t e r o l  
l i b r e ) ,  como p u ed e  v e r s e  en  l a  T a b la  1 4 . La r e p r e s e n t a c iô n  g r S -  
f i c a  de e s t a  r e l a c i ô n  e s  l i n e a l ,  co n  un c o e f i c i e n t e  d e  c o r r e ­
l a c i ô n  d e  0 , 9 7 7 .
2 . 4 . -  C â lc u lo  d e l  f l u j o  de c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e  f r a c c i o n e s
l i p o p r o t e i c a s .
Cuando l o s  r e s u l t a d o s  de l a s  F i g s .  5 y  7 s e  e x p r e -  
s a r o n  e n  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  y  s e  r e p r e s e n t ô  e l  L n ( S " ^ e q ^  
t r e n t e  a l  t ie m p o  ( M a t e r ia l  y  M ë to d o s , a p a t t a d o  14 . 2 ) ,  o b t u v i -  
m os u n a s  g r S f i c a s  q u e  a l  c o n s i d e r a r  t o d o s  l o s  v a l o r e s  de t iem p o  
e x p e r im e n t a d o s  p o d r la n  a j u s t a r s e  a una r e c t a  d e  r e g r e s iô n  c u -  
y o s  c o e f i c i e n t e s  d e  c o r r e l a c i ô n  e r a n  a lg o  s u p e r i o r e s  a  0 , 9 , p a ­
r a  l o s  c a s o s  en  l o s  q u e  l a s  l i p o p r o t e i n a s  âa b a j a  d e n s id a d  a c ­
t u a r o n  como d o n a n te s  d e l '  c o l e s t e r o l  t r i t i a d o .  Cuando HDL a c t u ô  
como d o n a n t e , e l  a j u s t e  de t o d o s  l o s  p u n t o s  a una r e c t a  d e  r e ­
g r e s i ô n  no fu 6  p o s i b l e ,  d a d o  a u e  s e  o b t u v ie r o n  v a l o r e s  d e  c o e ­
f i c i e n t e  d e  c o r r e l a c i ô n  e n t r e  0 , 6 - 0 , 7 .  Como podem os v e r  en  l a s  
F i g s .  9 y  10, co n  l a  r en re fîe r tta c iâ i g r â f i c a  d e  to d o s  l o s  p u n t o s  
s e  o b s e r v a  c la r a m e n t e  l a  e x i s t e n c î a  d e  d o s  r e c t a s  d e  r e g r e s i ô n ,  
q u e  c o n s id e r a d a s  p o r  s e p a r a d o ,  s e  o b t u v ie r o n  c o e f i c i e n t e s  d e  -  
c o r r e l a c i ô n  s u p e r i o r e s  a  0 ,9 5  e n  t o d a s  e l l a s .
P a ra  c a l c u l a r  e l  f l u j o  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  s e  to m a r o n , 
e n  c a d a  c a s o ,  l o s  v a l o r e s  e n t r e  0 y  60 m in u t o s , que como d e c i a -  
m os mâs a r r i b a  s u  a j u s t e  a una r e c t a  d e  r e g r e s i ô n  era  o o s i b l e  -  
d a d o  o u e  l o s  c o e f i c i e n t e s  d e  c o r r e l a c i ô n  f u e r o n  t o d o s  a l t a m e n -
U l
VLDL+LDL
LDL
HDL
VLDL
HDL
\h. 2h. 3h. 6h. 5h. 6h. 7h 8h. 9h.
Tiempo
PinURA 9 REPPESEÎJTACION SEMILOGARITMICA DE LA APROXI- 
MACION AL EQUILIBRIO ISOTOP I CO TEORICO DE LA ACTIVID/'D 
ESPECIFICA DE LA FRACCION DONANTE CON EL TIEW O . L os r^ a 
t e s  s e  c o r r e s p o n d e n  con  l o s  de l a  f i g u r a   ^ . E l  v a lo r  
L n(A -A eo) s e  c a l c u l a  como s e  i n d i c a  en  M a t e r ia l  y  Métodcs,
122-
HDL
«2
HDL
LDL
HDL
VLDL
«49
6 h3h,2h
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FIGURA 10 REPRESENTACION SEMILOGARITMICA DE LA APROXI- 
MACION AL EQUILIBRIO ISOTOPICO TEORICO DE LA ACTIVIDAD 
ESPECIFICA DE LA FRACCION DONANTE CON EL TIEMPO. L os da  
t o s  s e  c o r r e s p o n d e n  co n  l o s  da  l a  f i g u r a  7 .
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t e  s i g n i f i c a t i v o s .  E s t o  p a r e c e  i n d ic a r  q u e  a l  c o m ie n z o  d e l  i n ­
te r c a m b io  l a  r e a c c id n  s e  c o n d u ce  como una r e v e r s i b l e  de p r im e r  
o rd en  q u e t i e n d e  a a p r o x im a r s e  a un e q u i l i b r i o  que e s t a r î a  r e ­
p r e s e n t a d o  p o r  e l  e q u i l i b r i o  i s o t ô p i c o  t e ô r i c o ,  c a ] c u la d o  c o ­
mo DPM t o t a l e s / m a s a  t o t a l .  S i  c o n s id e r a m o s  q u e no  hay  t r a n s f e ­
r e n c ia  n e t a  de c o l e s t e r o l  l i b r e  y que to d o  é l  e s t â  ig u a lm e n te  
d i s p o n i b l e  p a r a  e l  in t e r c a m b io ,  e s  p o s i b l e  c a l c û l a r  e l  f l u j o  de  
c o l e s t e r o l  d e sd e  l a  f r a c c id n  d o n a n te  a l a  r e c e p t o r a .
E l f l u j o  u n i d i r e c c i o n a l  e n  / i g / h o r a ,  d e sd e  l a s  l i p o ­
p r o t e in a s  de b a j a  d e n s id a d  (VI.DL, LDL o VLDL+LDL) a HDL s e  p r e -  
s e n t a n  en  l a  T fib la  15 v como p u ed e  v e r s e ,  LDL in t e r c a m b ia  con  
HDL a l o s  60 m in u to s  una f r a c c i ô n  de s u  c o l e s t e r o l  l i b r e  p r o p o r -  
c io n a lm e n t e  m ayor que l a  in te r c a m b ia d a  p o r  VLDL. Cuando l a  -  
f r a c c iô n  d o n a n te  e s  VLDL+LDL, l a  c a n t id a d  de s u  oroolo  c o l e s t e ­
r o l  ' l i b r e  q u e in terca n b ïà  con  HDL e s  s u p e r i o r  a l a  in t e r c a m b ia ­
da p o r  VLDL e  i n f e r i o r  a l a  q u e  e n  e l  m ism o t ie m p o  e s  t r a n s f e ­
r id a  p o r  LDL.
En t o d o s  l o s  c a s o s ,  e l  in t e r c a m b io  de c o l e s t e r o l  l i ­
b r e  a 3 7 "C fu ë  d e  10 a 20 v e c e s  mâs r â p id o  que cuando e l  i n t e r ­
cam bio  s e  l l e v ô  a c a b o  a 4 “C. Como p u ed e  v e r s e  e n  d ic h a  t a b l a ,  
cu a n d o  l o s  e x p e r im e n t o s  a 3 7 ®C s e  r e a l i z a r o n  en  p r e s e n c ia  d e  -  
p la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t e i n a s ,  l a  p r o p o r c iô n  d e  c o l e s t e r o l  l i ­
b r e  d e  l a  f r a c c i ô n  d o n a n te  in t e r c a m b ia d a  a l o s  60 m in u to s  a u -  
m e n tô , en  to d o s  l o s  c a s o s ,  a v a l o r e s  p r ô x im o s  a l  d o b lo  de l o s  
o b t e n id o s  a 3 7 ° c .
En l a  T a b la  16 s e  presentan lo s  v a l o r e s  d e l  f l u j o  u n i -
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d i r e c c i o n a l  d e s d e  HDL a l a s  l i p o p r o t e i n a s  de menor d e n s id a d ,  
cu a n d o  l a s  in c u b a c io n e s  s e  r e a l i z a r o n  e n  i d é n t i c a s  p r o p o r c io n e s  
a l a s  l l e v a d a s  a c a b o  en  l o s  e x p e r im e n t o s  d e s c r i t o s  a n t e r i o r -  
m e n te . Como p u ed e  v e r s e ,  e l  in t e r c a m b io  a 37"C r é s u l t a  s e r  
ta m b ié n  e l  m ayor p a r a  LDL, s e g u i d o  d e  VLDL+LDL y  d e  VLDL; e s t e  
v a l o r  d e  i n t e r c a m b i o , como e r a  d e  e s p e r a r ,  e s  muy s i m i l a r  a l  
o b t e n id o  en  s e n t i d o  c o n t r a r i o .  La p r e s e n c i a  d e  p la sm a  l i b r e  d e  
l i p o p r o t e i n a s  s e g û n  p u e d e  a p r e c i a r s e  en  d ic h a  t a b l a ,  teunb ién  
a c e 1 e r a e l  p a s o  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  d e s d e  HDL a l a s  l i p o p r o t e i ­
n a s  d e  m enor d e n s id a d .
127,
3 . -  INTERCAMBIO "IN VITRO" DE COLESTEROL ESTERIFICADO ENTRE L I -  
POPROTEINAS PLASMATICAS.
3 . 1 . -  A u s e n c la  d e  I n t e r c a m b io  e s p o n tS n e o  de é s t e r e s  de c o l e s ­
t e r o l .
P a ra  com p rob ar  q u e  e l  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  no s e  
in t e r c a m b ia  e s p o n tâ n e a m e n te  " in  v i t r o "  e n t r e  d i s t i n t a s  f r a c c i o ­
n e s  l i p o p r o t e i c a s ,  HDL m arcad a " in  v i t r o "  t a n t o  en  e l  c o l e s t e ­
r o l  l i b r e  (49,1%  de l a  r a d i a c t i v i d a d  a fia d id a ) , como en  e l  e s t e ­
r i f i c a d o  (50,9% ) s e  in c u b é  co n  l i p o p r o t e f n a s  f r f a s  (VLDL,LDL o  
VLDL+LDL) a 3 7 “C en  l a s  p r o p o r c io n e s  d o n a n t e ; r e c e p t o r  de 3 : 5 ,
1 :5  y 3 : 1 0 ,  r e s p e c t iv a m e n t e  (e n  p r e s e n c ia  de DTNB p a r a  i n h i b i r  
l a  a c t iv i d a d  LCAT) d u r a n te  d i f e r e n t e s  p e r f o d o s , a l  f i n a l  de l o s  
c u à t e s  e l  c o n t e n id o  d e  c a d a  v i a l  s e  s é p a r é  en  d o s  a l f c u o t a s ,  -  
una de l a s  c u a l e s  s e  s o m e t iô  a u l t r a c e n t r i  f u q a c i é n , d e s o u é s  de  
a j u s t a r  a l a  d e n s id a d  a d e c u a d a  en  c a d a  c a s o ,  p a r a  l a  s e p a r a c iô n  
de l a  f r a c c iô n  de m enor d e n s id a d ,  y  en  l a  o t r a ,  s e  p r e c ip i t a r c n  
l a s : l ip o p r o t e f n a s  d e  m enor d e n s id a d  co n  h e p a r in a  y MnCl2  p a r a  
a i s l a r  HDL.Anbas f r a c c i o n e s  a i s l a d a s  s e  s o m e t ie r o n  a c r o m a to -  
q r a f f a  en  ca p a  f i n a  p a r a  d e t e r m in a r  l a  r a d i a c t i v i d a d  c o n t e n id a  
en  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  v  en  e l  e s t e r i f i c a d o .  Como p u ed e  v e r s e  en  
l o s  d a t o s  de l a  T a b la  1 7 ,  n o  s e  a p r e c ia  q u e  l a  r a d i a c t i v i d a d  -  
c o n t e n id a  en  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  de HDL d ism in u y a  d u r a n te  
e l  p e r fo d o  de i n c u b a c iô n ,  a s f  como no s e  o b s e r v a  n in g â n a  a p a -  
r i c i ô n  de r a d i a c t i v i d a d  en  l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  de l a s  f r a c ­
c io n e s  r e c e p t o r a s .
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D u ra n te  e s t e  p e r îo d o  de in c u b a c iô n ,  s e  pudo co m p ro b a r , 
una v e z  m â s , como e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  se  in te r c a m b iô  e s p o n t â n e a -  
m en te  e n t r e  l a s  d i v e r s a s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  in c u b a d a s  -  
(o a r a  m ayor in fo r m a c iô n  v e r  R e s u lt a d o s  a p a r ta d o  2 . ) .
3 . 2 . -  A c t iv id a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  de é s t e r e s  de  
c o l e s t e r o l  en  p la sm a  humano l i b r e  d e  l i p o p r o t e i n a s .
La p r o t e in a  in terca n fo ia d o ra  de é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  
s e  e n c u e n tr a  e n  l a  f r a c c i ô n  p la s m â t i c a  l i b r e  de l i p o p r o t e f n a s .  
Como s e  p u ed e  com probar en  l a  F i q . l l ,  cu a n d o  s e  in c u b a  LDL m ar­
ca d a  en  l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  co n  un e x c e s o  de HDL f r f a  du­
r a n t e  3  h o r a s  a 3 7 “C , en  p r e s e n c ia  de v o lû m e n e s  c r e c i e n t e s  d e  l a  
f r a c c iô n  de p la sm a  humano de d e n s id a d  1 ,2 5  g /m l ( v e r  M a te r ia ]  
y M é to d o s , a p a r ta d o  1 0 . 2 . ) ,  s e  p r o d u c e  una t r a n s f e r e n c i a  d e  -  
é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  r a d i a c t i v o s  a l a  f r a c c i ô n  HDL.En l a  o r d e -  
nada s e  r e p r é s e n t a  l a  a n a r ic iô n  de r a d i a c t i v i d a d  c o r r e q id a  en  
HDL, se p a r a d a  de LDL p o r  p r e c i p i t a c i ô n  de e s t a s  co n  h e p a r in a  y 
c lo r u r o  de m an gan eso  a l  f i n a l  de l a  in c u b a c iô n .  S eg û n  s e  p u ed e  
a p r e c i a r  en  d ic h a  f i g u r a ,  l a  t r a n s f e r e n c i a  de é s t e r e s  de c o l e s ­
t e r o l  a l a s  l i p o p r o t e f n a s  de a l t a  d e n s id a d  e s  l i n e a l  ( r = 0 ,9 8 7 )  
h a s t a  un 20% en  e s t a s  c o n d i c i o n e s .  La a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  -  
d e l  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  de p la sm a  humano e s  me­
n o r  q u e  l a  p r é s e n t e  en  p la sm a  de c o n e j o ,  s e g û n  s e  p u ed e  co m p ro -  
o a r  a l  com p arer  e s t o s  r e s u l t a d o s  co n  l o s  o b t e n id o s  o a r a  e s t e  a n i ­
m al en i d é n t i c a s  c o n d i c io n e s  t F i q . l ) .
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FIGURA i l  . -  ESTIMULACIC» DEL INTERCAMBIO Iffi ESTERES DE COLESTE­
ROL POR PLASMA HUMANO LIBRE DE LIPOPROTEINAS. LDL 
humana m arcad a e n  l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  s e  i n ­
c u b é  d u r a n te  3 h . a 3 7 ®C con  HDL f r i a  hum ana en  p r e ­
s e n c i a  de v o lû m e n e s  c r e c i e n t e s  d e  l a  f r a c c iô n  p la s -  
m â t ic a  de d e n s id a d  m ayor de l , 2 5 ç j / m l .
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3 . 3 . -  A p a r e n te  I n h l b l c l ô n  p o r  HDL hum ana.
L as c u r v a s  d e  e s t i m u l a c i ô n  d e l in te r c a m b io  de é s t e r e s  
de c o l e s t e r o l  no so n  s ie m p r e  i g u a l e s , s i n o  que a l  p a r e c e r  d e -  
p en d en  de l a s  p r o p o r c io n e s  d o n a n t e ; r e c e p t o r ;  p u e s  como s e  d e s -  
o r e n d e  de l a  F i g , 1 2 ,  cu a n d o  e l  e n s a y o  de a c t i v i d a d  in t e r c a m b ia -  
d o r a  de é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  s e  r e a l i z ô  en l a s  p r o p o r c io n e s  1 : 5 ,  
m e d id a s  en  c o l e s t e r o l  t o t a l ,  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n id o s  s u p e r a -  
ro n  a m o lia m e n te  a l o s  a u e  s e  o b t u v ie r o n  en  e l  e n s a y o  t l p i c o  
( F i g . 1 1 ) ;  a l a s  3 h o r a s ,  e l  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s ­
t e r o l  a l c a n z é  v a l o r e s  p r ô x im o s  a l o s  160%K p a r a  0 , 6  ml de l a  
f r a c c iô n  de o la sm a  humano l i b r e  d e  l i p o p r o t e i n a s .  A p e s a r  de l a  
a p a r e n t e  i r r e g u l a r i d a d  en  l a  d i s t r i b u c i ô n  de l o s  p u n t o s ,  que  
r e o r e s e n t a ,  c a d a  u n o , l a  m ed ia  de d o s  v a l o r a c i o n e s , l o s  anS li-"  
s i s  e s t a d i s t i c o s  d ie r o n  l a  mSxima p r o b a b i l id a d  (F = 1 8 5 ,6 0 6 )  a 
un m o d e lo  l i n e a l ,  c u y o  c o e f i c i e n t e  d e  c o r r e l a c i ô n  e s  r = 0 ,9 5 4 7 7 .
L os m o d e lo s  p o l i n o m i a le s  de s e g u n d o , t e r c e r o  y c u a r t o  g r a d o s  -  
ta m b ién  s e  e n s a y a r o n ,  o b t e n ié n d o s e  o a r a  F , l o s  v a l o r e s  de 1 1 6 ,4 1 1 ;  
1 3 4 ,6 5 3 ;  y  1 1 7 ,6 3 6 ,  r e s o e c t i v a m e n t e .
La C la r a  d i f e r e n c i a  e x i s t a n t e  e n c r e  l o s  r e s u l t a d o s  o b ­
t e n i d o s  en  e s t o s  d o s  e n s a y o s  de l a  a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  
in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l ,  p la n t e d  l a  c u e s t i ô n  de -  
que en  l a  f r a c c i ô n  r e c e p t o r a  (HDL) p o d r ia  e x i s t i r  a lg û n  com po- 
n e n t e  c a p a z  de i n h i b i r  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  
r a d i a c t i v o s  d e s d e  l a  f r a c c iô n  d o n a n te  (L D L ). P ara  d a r  im p u ls o  a 
n u e s t r a  h i n ô t e s i s ,  r e a l i z a m o s  e n s a y o s  de d ic h a  a c t i v i d a d  con  -  
l a s  m o d i f i c a c i o n e s  s i a u i e n t e s ;  c a n t id a d  c o n s t a n t e  ( 0 ,2 5  m l- 1 8 , 5mg
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FI CURA 1 2 . -  ESTIMULACION DEL INTERCAIÆIO DE ES TERES DE COLESTE- 
FOL FOR PLASMA HÜMANO LIBRE DE LIPOPROTEINAS. LDL, 
m a rca d a  en  l o s  ë s t e r e s  de c o l e s t e r o l , s e  in c u b ô  co n  
HDL f r i a  e n  l a s  p r o p o r c io n e s  1 : 5 ,m e d id a s  en  c o l e s ­
t e r o l  t o t a l , e n  p r e s e n c i a  de v o lf lm e n e s  c r e c i e n t e s  de  
p la sm a  hum ano l i b r e  d e  l i p o p r o t e l n a s , a  3 7 ° C ,d u r a n te  
3 h . LDL s e  s e p a r ë  p o r  p r e c i p i t a c i ë n  c o n  h e p a r ln a  y  
MnClg y s e  c o n t ë  l a  r a d l a c t l v l d a d  c o n t e n id a  en  e l  
s o b r e n a d a n t e .L o s  r e s u l t a d o s  so n  e x p r e s a d o s  en  %Kt.
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de p r o t e f n a  t o t a l )  de  l a  f r a c c iô n  p la s r a S t ic a  de d e n s id a d  m ayor  
d e  1 ,2 5  g /m l y c a n t id a d e s  c r e c i e n t e s  d e  HDL. A l a s  3 h o r a s  de  
in c u b a c iô n ,  s e  m id iô  l a  r a d i a c t i v i d a d  t r a n s f e r i d a  a HDL, l o s  -  
r e s u l t a d o s  s e  m u e s tran  en  l a  F i g . I 3 , p u d ié n d o s e  com probar q u e ,  
c o n t r a r la m e n t e  a l o  q u e s é r i a  de e s p e r a r ,  cu an d o  aum enta l a  c a n -  
t id a d  de HDL ( s u s t r a t o  r e c e p t o r )  en  e l  e n s a y o ,  s e  p r o d u c e  una 
d is m in u c iô n  en l a  v e lo c i d a d  de t r a n s f e r e n c i a  d e l  c o l e s t e r o l  -  
e s t e r i f i c a d o  r a d i a c t i v o  d e s d e  LDL à HDL. E s t a  d is m in u c iô n  de l a  
v e lo c i d a d  de In te r c a iw o io  e s  l i n e a l  ( r = - 0 ,9 7 9 4 )  e n t r e  l o s  v a l o -  
r e s  e n s a y a d o s .
P or o t r a  p a r t e ,  e l  in t e r c m a b io  de é s t e r e s  de c o l e s  t e -  
r o i  e s  i n h ib id o  aûh cu a n d o  s e  m a n tie n e n  c o n s t a n t e s  l a s  p r o p o r ­
c io n e s  d o n a n t e : r e c e p t o r . Como o u e d e  a p r e c i a r s e  en  l a  T a b la  1 8 ,  
l a  r a d i a c t i v i d a d  t r a n s f e r i d a  a HDL e s  m enor cu a n d o  l a  c a n b ld a d  
E ib so lu ta  de e s t a  l i p o p r o t e i n a  a u m en ta , p a sa n d o  de un 1 7 ,3  a un 
9,4% Kt l a  v e lo c i d a d  de in t e r c a m b io  de é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  a 
l a s  3 h o r a s  con  s ô l o  a u m en ta r  4 v e c e s  l a  c a n t id a d  de HDL, p e r -  
m a n e c ie n d o  l a  r e l a c i ô n  HDL:LDL (e n  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o )  de  
4 : 1  en  to d o s  l o s  c a s o s .
3 . 4 . -  F ltiilo  a p a r e n te  d e  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  e n t r e  LDL y 
HDL en  p r e s e n c ia  d e  c a n t id a d e s  c r e c i e n t e s  de p la sm a  -  
l i b r e  de l i p o p r o t e l n a s .
E l in t e r c a m b io  de é s t e r e s  de c o l e s t e r o l ,  como v e ia m o s  
en  l a  F i g . l 2 ,  aum enta  l in e a l m e n t e  a m ed id a  que aum enta l a  c a n t i ­
dad de p la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t e l n a s  en  e l  e n s a y o .  Cuando s e  c a l -
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FIGURA l i . -  INHIBICION DE LA VELOCIDAD IŒ INTERCAMBIO DE ESTE- 
RES lœ  COLESTEROL POR HDL. La I n c u b a c iô n  s e  r e a l i -  
z 6  a  37®C d u r a n te  3 h . e n  p r e s e n c i a  de 0 ,2 5  ml d e  
l a  f r a c c i ô n  de p la sm a  hum ano de d e n s id a d  m ayor de  
1 ,2 5  g /m l.
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TABLA 1 f t -  INHIBICION DE LA ACTIVIDAD INTERCAMBIADORA DE ESTERES 
DE COLESTEROL POP HDL.
LDL
(xjg de é s t e r e s  
de  c o l e s t e r o l )
HDL
Oug d e  é s t e r e s  
de c o l e s t e r o l )
HDLWg E . C . /  
LDLWg E .C .)
A c t iv id a d  
% de Kt
2 6 ,3 9 1 0 5 ,5 6 4 :1 1 7 ,3 0
5 2 ,7 8 2 1 1 ,1 2 4 :1 9 ,7 7
1 0 5 ,5 6 4 2 2 ,2 4 4 :1 9 ,4 0
LDL hum ana, m arcad a en  l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  s e  in c u b ô  ccn  
HDL f r I a  en  l a s  p r o p o r c io n e s  c o n s t a n t e s  de 1 :4  (m ed id o  en é s ­
t e r e s  d e  c o l e s t e r o l ) ,  p e r o  en  c a n t id a d e s  a b s o l û t e s  c r e c i e n t e s ,  
d u r a n te  3 h . , a  3 7 ®c,  en p r e s e n c ia  de p la sm a  humano l i b r e  de l i ­
p o p r o t e l n a s .  F in a l i z a d a  l a  i n c u b a c iô n ,  s e  m id iC  l a  r a d i a c t i v i ­
dad t r a n s f e r i d a  a HDL d e s n u é s  de p r é c i p i t e r  LDL con  h e p a r in a  y 
M nC lg  .
136:
c u l 6  e l  f l u j o  a p a r e n t e  de c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  d e s d e  l a  f r a c ­
c iô n  d o n a n te  fLDL) a l a  r e c e p t o r a  (HDL) , como s e  i n d i c a  en  M ate­
r i a l  y  M ê to d o s , a p a r ta d o  1 4 . 2 ,  s e  pudo com p rob ar (T a b la  19 ) q u e  
l a  m asa d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  in te r c a m b ia d a  p o r  h o r a  y  p o r  -  
in c u b a c iô n  au m en tô  ta m b ié n  l in e a l m e n t e  h a s t a  una c a n t id a d  de  
p r o t e l n a  e n s a y a d a  d e  4 4 ,4  m g. La r e l a c i ô n , m ed id a  en  é s t e r e s  d e  
c o l e s t e r o l  e n t r e  HDL y  LDL f u é  d e  5 ,6 4  en  t o d o s  l o s  p u n t o s . E l  
f l u j o  t o t a l  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l ,  p o r  u n id a d  d e  t i e m p o ,  
e n t r e  t o d o s  l o s  p a r e s  p o s i b l e s  d e  l i p o p r o t é i n e s  y en  c u a l q u ie r  
d i r e c c i ô n ,  ta m b ié n  s e  c a l c u l é ;  como p a e d e  a p r e c i a r s e  e n  d ic h a  
t z ib la ,  p a r a  250 >ul de p la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t e l n a s  ( 1 8 ,5  mg de  
p r o t e l n a  t o t a l )  s e  o b tu v o  un f l u j o  a p a r e n t e  de 0 ,6 6 5 7  y u g /h o r a /  
in c u b a c iô n  y  un f l u j o  t o t a l  d e  5 ,2 0 5 8  y u g /h o r a / in c u b a c iô n .
3 . 5 . -  F lu j o  a p a r e n t e  y  f l u j o  t o t a l  d e  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a ­
d o  e n t r e  LDL y  HDL co n  c a n t id a d e s  c r e c i e n t e s  d e l  s u s ­
t r a t o  r e c e p t o r .
La a p a r e n t e  i n h i b i c i ô n  d e l à  a c t i v i d a d  de l a  p r o t e l n a  
in t e r c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  ( F i g . l 3 )  c o n l l e v a  una  
d is m in u c iô n  d e l  f l u j o  a p a r e n t e  d e  ^ H - c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  e n ­
t r e  LDL y  HDL. Como p u ed e  v e r s e  en  l a  T a b la  20 , e l  a u m en to  de  
HDL, m a n te n ie n d o  f i j a  l a  c a n t id a d  d e  p la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t é i ­
n e s  ( 1 8 ,5  mg d e  p r o t e l n a  t o t a l )  en  e l  e n s a y o ,  r e d u c e  e l  f l u j o  -  
" a p a r e n t e  d e  form a l i n e a l ,  a l  m enos h a s ta  una c o n c e n t r a c iô n  d e  -  
HDL d e  2 37 /ug d e  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o .
A l c o m p a rer  e s t e  e x p e r im e n t o  co n  e l  a n t e r i o r  ( T a b la  -
137 .
TABLA 19 . -  AUMENTO DEL FLUJO APARENTE DE COLESTEROL ESTERIFICADO
ENTRE LDL Y HDL CON CANTIDADES CRECIENTES DE PLASMA L I -
BRE DE LIPOPROTEINAS (PLLP) •
PLLP A c t iv id a d F lu j o  apareûfce F lu j o  t o t a l
mg p r o t .  E s p e c i f i c a (FA) (FT)
(A .E .)
LDL HDL A ig /h / in c . / u q /h / i n c .
0 7143 0 - -
. 3 ,7 6690 80 0 ,1 0 2 4 0 ,8 0 0 8
7 ,4 6221 163 0 ,2 1 7 3 1 ,6 9 9  3
1 1 ,1 5997 203 0 ,2 7 5 6 2 ,1 5 5 2
1 4 ,8 5732 241 0 ,3 3 3 8 2 ,6 1 0 3
1 8 ,5 4701 433 0 ,6 6 5 7 5 ,2 0 5 8
2 2 ,2 3312 679 1 ,2 1 9 0 9 ,5 3 2 7
2 9 ,6 2113 891 1 ,8 7 1 2 1 4 ,6 3 2 9
3 7 ,0 1305 1035 2 ,4 4 9 8 19 ,1 5 7 6
4 4 ,4 1221 1049 2 ,5 1 8 9 1 9 ,6 9 5 0
DPM HDL ( HDL + LDL ) ^
^ ^ (L D L ) (HDL) HDL . LDL
Se in c u b a r o n ^H-LDL (14  /ug d e  c o l e s t e r o l e s t e r i f i c a d o  con  HDL -
f  r l a (7 9  Aig) d u r n a te  3 h o r a s .
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19) vem os que' cu a n d o  c o in c id e n  l a s  c o n d i c io n e s  (p a r a  79 /ua de  
c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  en  HDL) e l  f l u j o  a p a r e n te  (0,7235 yug/ 
h o r a )  y e l  f l u j o  t o t a l  (5,6578 y u g /h o ra ) so n  muy similares .S e -  
gûn p u ed e  a p r e c i a r s e  en  d ic h a  t a b l a ,  e l  f l u j o  t o t a l  no v a r ia  
a m ed id a  a u e  au m en ta  HDL.
1 4 0 .
4 . -  CARACTERISTICAS DE LA PROTEINA INTERCAMBIADORA DE ESTERES 
DE COLESTEROL.
4 . 1 . -  La a c t i v i d a d  in t e r c a m b ia d o r a  de é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  
r e s i d e  e n  e l  p la sm a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e l n a s .
La f r a c c i ô n  p la s m S t ic a  l ib r e  de l i p o p r o t e l n a s  s e  p r é ­
p a r é  p o r  d o s  m é to d o s  d i f e r e n t e s  q u e  n o s  p e r m it i e r o n  v a l o r a r  l a  
a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e ­
r o l  una v e z  s e p a r a d a s  l a s  l i p o p r o t e l n a s  d e l  p la sm a :  p o r  u l t r a -  
c e n t r i f u q a c i ô n  ( M a t e r ia l  y  M é to d o s , a p a r ta d o  5 . 1 . )  d e s p u é s  de  
a j u s t e r  l a  d e n s id a d  d e l  p la sm a  a 1 ,2 5  g /m l  y p o r  p r e c i p i t a c i ô n  
d e  t o d a s  l a s  l i p o p r o t e l n a s  ( in c lu y e n d o  HDL) co n  d e s o x i c o l a t o  -  
s ô d i c o  y  MgClg ( M a t e r ia l  y  M é to d o s , a p a r ta d o  5 . 2 . ) .  En l a  Ta­
b l a  2 i  s e  p u e d e  co m p ro b a r  como am bos m é to d o s  so n  ig u a lm e n t e  e f i -  
c a c e s  en  s e p a r a r  l a s  l i p o p r o t e l n a s ,  d a d o  que t a n  s ô l o  s e  e n c o n -  
trÔ  e l  0 ,6  y  e l  0, 2% d e l  c o l e s t e r o l  o r i g i n a l ,  r e s p e c t iv a m e n t e ;  
y  como l a  a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a n t o io  de é s t e r e s  d e  
c o l e s t e r o l  e s  l a  m ism a , y a  q u e  p o r  am bos p r o c e d im ie n t o s  s e  o b -  
t i e n e  una a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  (% K t/rog d e  p r o t e ln a )  s i m i l a r .
4 . 2 . -  A u s e n c ia  d e  a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  de  
é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  en  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s .
L os m é to d o s  c l â s i c o s  de d s s l i p i d a c i ô n  d e  l i p o p r o t e l n a s  
p a r a  o b t e n e r  a o o p r o t e ln a s  u t i l i z a n  cüso lventes o r g â n ic o s  t a i e s  -  
como é t e r  e t l l i c o - e t a n o l , c lo r o f o r m o - m e t a n o l , e t c . . . ,  l o s  cu a -  
I c s  d e s t r u y e n  l a  a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  d e  é s ­
t e r e s  d e  c o l e s t e r o l ,  como l o  d em o st r ô  e l  h e c h o  d e  q u e ,  tr a te m d o
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TABLA 2 1 . -  ACTIVIDAD INTERCAMBIADORA DE ESTERES DE COLESTEROL 
RECURERADA EN EL PLASMA LIBRE DE LIPOPROTEINAS.
F r a c c iô n C o l e s t e r o l  
m g/lOOm l %
A c t iv id a d  
% Kt
A c t iv id a d
e s p e c i f i c a
%Kt/mg p r ê t .
P la sm a  c o m p lè te 190
F r a c c iô n  de d en ­
s i d a d >  l ,2 5 g / m l 1 ,1 6 5  0 ,6 49 1 , 0 1
S o b r e n a d a n te  p o r  
t r a t a m ie n t o  con  
d e x o s i c o l a t o ,  
s ô d ic o  y MgCl2 . 0 , 3 7 5  0 , 2 68 1 , 0 2
P la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t e l n a s  s e  p r é p a r é  a p a r t i r  de p la sm a  com­
p l e t e  de c o n e j o  p o r  d o s  p r o c e d im ie n t o s :  u l t r a c e n t r i f u o a c i é n  a d e n ­
s id a d  m ayor de 1 , 2 5  g /m l  ( M a t e r ia l  y  M é to d o s , a p a r ta d o  5 . 1 . )  y  -  
p r e c i p i t a c i ô n  d e  l a s  l i p o p r o t e l n a s  con  d e x o s i c o l a t o  s ô d ic o  y  
M gC lg. ( M a te r ia l  y  M é to d o s , a p a r ta d o  5 . 2 . ) .
1 4 2
f r a c c i o n e s  d e  p la sm a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e l n a s  con  d i c h o s  s o l v e n -  
t e s , l a  a c t i v i d a d  d e s a p a r e c iô .  S in  e m b a rg o , cu a n d o  s e  t r a t ô  -  
e s t a  m ism a f r a c c i ô n  a c t i v a  con  un m éto d o  que no p r é c i p i t a  l a s  
p c o t e î n a s  p l a s m â t i c a s ,  c o n s i s t a n t e  e n  l a  e x t r a c c i ô n  con  é t e r  
d i i s o p r o p î l i c o  y b u t a n o l  ( M a t e r ia l  y  M é to d o s , a p a r ta d o  II . 1 . }  
s e  o b tu v o  t o t a l  r e c u p e r a c iô n  d e  l a  a c t i v i d a d .  D e s l ip id a n d o  l a s  
d i v e r s a s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  p o r  e s t e  p r o c e d im ie n t o  s e  o b -  
t i e n e  l a  f r a c c i ô n  a p o p r o t e i c a  en  l a  q u e  s e  c o n s e r v a n  t o d o s  l o s  
p é p t l d o s  d e s c r i t o s  como s e  d e m u e s tr a  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  
d e  p o l i a c r i l a m i d a  ( M a t e r ia l  y  M ê to d o s ,  a p a r ta d o  1 1 . 3 . ) .  En l a  
T a b la  2 2 s e  e x p r e s a n  l o s  r e s u l t a d o s  d e  l a  a c t i v i d a d  e s t im u la ­
d o r a  d e l  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t a r o l  en  l a  f r a c c i ô n  p r o -  
t e i c a  de l a s  d i v e r s e s  l i p o p r o t e l n a s  o re  p a r a d a s  p o r  e s t e  p r o c e ­
d im ie n t o  de d e d L ip id a c iô n  y , como p u e d e  c o m p r o b a r s e , t a l  a c t i ­
v id a d  r e s u l t ô  n u la  en  t o d o s  l o s  c a s o s  T s i n  e m b a r g o , e l  p la sm a  
c o m p le t e  y  e l  o la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t e l n a s  t r a t a d o s  de i g u a l  -  
modo con  t a i e s  dL solvsntes o r g â n i c o s  co n serv a m  s u  a c t i v i d a d  e s  t i ­
m u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l .  E s t o s  r e s u l ­
t a d o s  s u g ie r e n  q u e  t a l  a c t i v i d a d  no  s e  a i s l a  a s o c ia d a  a n in g u -  
na d e  l a s  l i p o p r o t e l n a s .
4 . 3 . -  I n f l u e n c i a  d e  apo-HDL e n  e l  in te r c e u n b io  d e  é s t e r e s  de  
c o l e s t e r o l .
L os r e s u l t a d o s  e x p u e s t o s  mâs a r r ib a  p a r e c la n  a v a l a r  
n u e s t r a  h i p ô t e s i s  de q u e  a lg u n o  de l o s  c o m p o n e n te s  de HDL 
( p r o t e i c o  o  l i p l d i c o )  o o d r l a  s e r  e l  c a u s a n t e  d e  e s t a  i n h i b i c i ô n
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TABLA 2 3 -  ACTIVIDAD INTERCAMBIADORA DE ESTERES DE COLESTEROL EN 
APOLIPOPROTEINAS.
F r a c c iô n A c t iv id a d  
% Kt
P la sm a  t o t a l 6 ,5
d > l , 2 5  g /m l 1 1 , 3
Apo \TLDL 0
Apo LDL 0
Apo HDL 0
Las a o o l l p o o r o t e l n a s  s e  p r e p a r a r o n  por d e s l ip id a c iô n  de l a s  l i -  
p o p r o t e în a s  c o r r e s p o n d ! e n t e s  co n  é t e r  d l i s o p r o p î l i c o  y b u t a n o l  
(_ M a t e r ia l  y  M ê to d o s , a p a r ta d o  11.1) .
1 4 4 .
d e  l a  a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  de c o ­
l e s t e r o l .  E l p r im e r  o b j e t i w o  f u e  e n s a y a r  l a s  a p o p r o t e I n a s  m ayo-  
r i t a r i a s  d e  HDL, y  p a r a  e l l o  l a s  l i p o p r o t e l n a s  de a l t a  d e n s id a d  
se  d e s l ip id a r o n  co n  éber e t l l i c o  - e t a n o l , 3 : 1  (V;V) ( v e r  M a t e r ia l  
y  M ê to d o s , a p a r ta d o  1 1 . 2 . ) .  Apo-HDL s e  c r o m a t o g r a f 16 en  una c o ­
lu m n s a t r a v é s  de S e p h a d e x  G -2 0 0  c o n  u r e a  5 ,4  M ( M a t e r ia l  y  Mé- 
t o d o s  a p a r ta d o  1 1 .4 )  o b t e n ié n d o s e  3 f r a c c i o n e s  p r o t e i c a s  ( F i g .
2) c o r c e s p o n d i e n t e s  r e s p e c t i v a m e n t e  a apo  A - I , ap o  A - I I  y  a p o s  C.
La g r â f i c a  i n f e r i o r  d e  l a  F i g . 14 r e p r e s e n t s  l a  a c c iô n  
d e  l a s  a p o p r o t e in a s  s o b r e  e l  in t e r c a m b io  de é s t e r e s  d e  c o l e s t e ­
r o l ;  l o s  c u a t r o  e x p e r im e n t o s  p a r a l e l o s  s e  h i c i e r o n  s o b r e  l a  b a s e  
d é  un e n s a y o  en  q u e  l a  r e i à c i ô n  d o n a n t e . r e c e p t o r  e r a  de 1 : 5 ,  -  
m ed id o  en  p r o t e i n a s ,  o b t e n ié n d œ e  un in t e r c a m b io  d e  a p r o x im a d a -  
m e n te  un 60% K t. Como p u ed e  d e d u c i r s e  de d i c h a  g r S f i c a ,  apo-H DL, 
ap o  A - I ,  apo A - I I  y  a p o s  C n o  p a r e c e n  a l t e r a r  s e n s ib l e m n t e  e l  -  
n i v e l  d e  in t e r c a m b io  o b t e n id o  en  e l  e x p e r im e n to  b a s e ,  a p e s a r  
de  in c o r p o r e r  a l  m ism o c a n t i d a d e s  d e  probàlna de h a s t a  900  / i g ,  -  
adem és d e  l o s  1 5 0 /ug y a  e x i s t a n t e s  en  l a  l i p o p r o t e i n a  r e c e p t o ­
r a .  En l a  g r â f i c a  s u p e r i o r  d e  d i c h a  f i g u r a  s e  h a  r e p r e s e n t a d o  
un e x p e r im e n t o  d e  i n h i b i c i ô n  p o r  c a n t id a d e s  c r e c i e n t e s  de HDL, 
d e l  m ism o t i p o  q u e  e l  r e p r e s e n t a d o  e n  l a  F i g . 1 3 ,  p e r o  a q u f e l  
v o lu m en  d e  HDL en  c a d a  p u n to  v i e n e  e x p r è s a d o  p o r  s u  c o n t e n id o  
en  p r o t e l n a  p a r a  co m p a rer  e l  n i v e l  d e  i n h i b i c i ô n  lo g r a d o  cu a n d o  
l a  p r o t e l n a  d e  HDL, e x i s t a n t e  e n  e l  e n s a y o ,  a l c a n z a  n i v a l e s  p r ô -  
x im o s  a l o s  1 0 0 0  /u g .
VoK t
80
60
J:10
1:2020
/jg r. Proteina de H D L/tubo
Relaciôn
1:5
80
VoKt.
20
pgr. de Prote ina afiadida
o Apo. HDL 
- - 0  Apo. C
 o  Apo. A ,
— -o  Apo. A ,
FIGURA 14 ACCION DE LA APOPROTEINAS DE HDL SOBRE EL INTERCAM­
BIO DE ESTERES DE COLESTEROL. Apo HDL s e  p r e p a r ô  
por d e s l lp id a d lô n  con  é t» r  e t i l i o o  / e t a n o l  ( 3: 1^  .L a s  d i s -  
t l n t a s  a p o p r o t e f n a s  s e  s e p a r a r o n  p o r  c r o m a t o g r a f l a  -  
en  S ep h a d ex  G -1 5 0 . La g r â f i c a  s u p e r i o r  s e  p r é s e n t a  -  
p a r a  co m p a r a c iô n  de l a s  c a n t id a d e s  a b s o lû t e s  d e  p r o -  »• 
t e I n a p r é s e n t e s  en  e l  e x p e r im e n to  de l a  F i g . 13.
1 4 6 ,
4 . 4 . -  I n h i b i c i ô n  p o r  I n t r a l l p i d .
S i  HDL c o m p lé ta  c a u s a  una d is m in u c iô n  e n  l a  v e l o c i ­
dad  d e  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  y  apo-HDL v s u s  -  
a p o p r o t e f n a s  a i s l a d a s  no p a r e c e n  m o d i f i c a r  de form a a p r e c ia b le  
l o s  n i v e l e s  d e  in t e r c a m b io  lo g r a d o s  en  e l  e x p e r im e n t o  b a s e ,  -  
d e d u c im o s  q u e  e s t a  c a p a c id a d  d e  i n h i b i r  l a  a c t i v i d a d  in t e r c a m ­
b ia d o r a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  p r é s e n t e  en  p la sm a  humano l i ­
b r e  d e  l i p o p r o t e l n a s  d e b e r f a  r e s i d i r  en  a lg u n o  d e  l o s  com po­
n e n t e s  l i p f d i c o s  y  p a r a  d a r  r e s p u e s t a  a n u e s t r a  h i p ô t e s i s  d i -  
sen a m o s e l  s i g u i e n t e  e x p e r im e n t o ,  u sa n d o  e l  p r e p a r a d o  co m erc i a l  
I n t r a l l p i d  ( m e z c la  d e  f o s f o l l p i d o s  y  t r i g l i c é r i d o s )  am ablem en - 
t e  c e d id o  p o r  l o s  l a b o r a t o r i e s  I b i s l M a t e r i a l  y  M ê to d o s ,  a p a r t a ­
do  1 2 .1 ) .
S e  r e a l i z a r o n  e n s a y o s  de a c t i v i d a d  é s t im u la d o r a  d e l  
in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  con  0 , 5  m l d e  l a  f r a c c i ô n  
p l a s m é t i c a  d e  d e n s id a d  m ayor d e  1 ,2 5  g /m l  o b t e n i é n d o s e , a l a s  
3 h o r a s  un 34,6%  Kt d e  t r a n s f e r e n c i a  a l a s  l i p o p r o t e l n a s  r e -  
c e p t o r a s  (T a b la  2 3 . ) .  A sim ism o  s e  e n s a y a r o n  s e n d a s  m u e s tr a s  d e  
e s t a  f r a c c i ô n  p l a s m â t i c a  sanetidâs n r e v ia m e n te  a e x t r a c c i ô n  co n  
é t e r  d i i s o p r o p î l i c o  o  una m e z c la  d e  e s t e  KÜsolvante o r g â n ic o  mâs 
b u t a n o l ,  o b t e n i é n d o s e ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  e l  8 6 ,4  y  e l  84,4%  de l a  
a c t i v i d a d  o r i g i n a l .  P o r  o t r a  p a r t e ,  como p u ed e  c o m p r o b a r se  en  
d ic h a  f i g u r a ,  c u a n d o  s e  e n s a y ô  e l  p la sm a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e l ­
n a s  in c u b a d o  c o n  I n t r a l l p i d ,  t r a s  su  e x t r a c c i ô n  c o n  é t e r  d i i s o -  
p r o p l l i c o  n o  s e  o b tu v o  r e c u p e r a c iô n  d e  l a  a c t i v i d a d .  S in  em bar­
g o ,  cu a n d o  s e  r e a l i z a r o n  e n s a v o s  co n  l a  m ism a m e z c la  d e  in c u b a -
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TABLA 2 3 . -  INHIBICION DE LA ACTIVIDAD ESTIMULADORA DEL INTERCAM­
BIO DE ESTERES DE COLESTEROL POR INTRALIPID.
M u estra M e z c la  de  
s o l v e n t e s
% K t /0 ,5 m l % de a c t i v i d a d
P la sm a  l i b r e  de 3 4 ,6 100
l i p o p r o t e l n a s DIPE 2 9 ,9 8 6 ,4
DIPE+BuOH 2 9 ,2 8 4 ,4
P la sm a  l i b r e  de DIPE 0 0
l ip o p r c t e I n a 4  I n t r a ­
l l p i d DIPE+BuOH 2 5 ,6 7 4 ,0
DIPE* é t e r  d l i s o p r o p î l i c o . BuOH= b u t a n o l
P la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t e l n a s  hum ano, c o m p le te  o  e x t r a i d o  con  DIPE 
y  DIPE+BuCh , s e  in c u b é  co n  ^H-LDL y HDL f r l a  en  un e n s a y o  d e  a c t i ­
v id a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  de é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  (Ma­
t e r i a l  y  M ê to d o s , a p a r ta d o  1 0 . 2 ) . O tra  f r a c c iô n  s e  in c u b ô  co n  I n t r a -  
l i p i d  ( M a te r ia l  y  M ê to d o s , a p a r ta d o  1 2 .1 )  a 37®C d u r a n te  30 m inu­
t e s ,  e n s a y é n d o s e  ig u a lm e n t e ,  t r a s  l a  e x t r a c c i ô n  co n  DIPE o DIPE+ 
BuOH. '*
14 8.
c l 6 n ,  e x t r a l d a  con  é t e r  d i i s o p r o p î l i c o  y  b u t a n o l ,  s e  o b tu v o  un  
25,6%  K t d e  in t e r c a m b i o , l o  c u a l  r ep re se n ta b a  una r e c u p e r a c iô n  
d e l  74% d e  l a  a c t i v i d a d  o r i g i n a l .
4 J 5 . -  I n h i b i c i ô n  p o r  f o s f a t i d i l c o l i n a .
E l q u e  l o s  f o s f o l l p i d o s  fu e r a n  l o s  c a u s a n t e s  d e  l a  
i n h i b i c i ô n  d e  l a  a c t i v i d a d  in t e r c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s ­
t e r o l ,  p o d r ia  s u g e r i r s e  a l a  v i s t a  d e  l o s  r e s u l t a d o s  e x p u e s t o s  
e n  e l  s u b a p a r ta d o  a n t e r i o r ;  p a r a  c o n f ir m e r  e s t e  p u n t o ,  s e  r e a -  
l i z ô  un e x p e r im e n t o  q u e  com probô l a  a c c iô n  d i r e c t e  d e  l a  f o s f a -  
t i d i l  c o l i n a  s o b r e  l a  p r o t e l n a  in t e r c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  d e  c o ­
l e s t e r o l .
S e  p r e p a r a r o n  l ip o s o m e s  d e  f o s f a t i d i l  c o l i n a  (M a te ­
r i a l  y  M êto d o s a p a r t a d o  1 2 .2 )  q u e  s e  a n a d ie r o n  a un e n s a y o  b a ­
s e  d e  a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  d e  c o ­
l e s t e r o l  en  c a n t id a d e s  c r e c i e n t e s .  La r a d i a c t i v i d a d  (e n  % K t) 
e n c o n t r a d a  e n  HDL, s e g û n  s e  p u e d e  com p ro b a r  en  l a  FlgJL5 d i s m i -  
n u y e  a m ed id a  q u e  au m en ta  l a  c a n t id a d  d e  f o s f a t i d i l  c o l i n a  p r é ­
s e n t e  en  e l  e n s a y o ,  de form a a p r o x im a d a m e n te  l i n e a l  ( r = - 0 ,9 2 7 6 )  
h a s t a  un 20% K t.
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FIGURA 15 INHIBICIŒ) DE LA ACTIVIDAD INTERCAMBIADORA DE ESTE­
RES DE COLESTEROL EŒ! PLASMA LIBRE DE LIPOPROTEINAS 
POR FOSFATIDIL COLINA (LECITINA). La f o s f a t i d i l  c o ­
l i n a  s e  a n a d iô  e n  form a de lip o so r n a s  p r e p a r a d o s  s e ­
gûn J o h n so n  y Z i l v e r s m i t ( 1 9 7 5 ) .
150:
s . -  PURIFICACION PARCIAL PE LA PROTEINA INTERCAMBIADORA PE 
ESTERES DE COLESTEROL.
5 . 1 . -  A d s o r c ig n  d e  l a  a c t i v i d a d  co n  I n t r a l l p i d .
Cuando p la sm a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e l n a s  s e  in c u b a  co n  -  
I n t r a l l p i d  y  s e  s e p a r a n  de n u e v o  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c l 6 n  (Ma­
t e r i a l  y  M ê to d o s , a p a r ta d o  1 2 . 1 . )  s e  puede co m p rob ar  q u e l a  a c ­
t i v i d a d  in t e r c a m b ia d o r a  de é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  e s  l i b e r a d a  -  
d e l  i n f r a n a d a n t e  y  q u e  s e  l i g a  a l  I n t r a l l p i d  q u e  form a l a  c a p a  
g r a s a  s o b r e n a d a n t e .
La r e c u p e r a c iô n  d e  d i c h a  a c t i v i d a d  f u e  s ô l o  d e l  5% -  
cu a n d o  l a  c a p a  g r a s a ,  r e s u s p e n d id a  en  tam pôn f o s f a t o  0 , 1  M -  
pH 7 ,4  s e  e x t r a j o  co n  é t e r  d i i s o p r o p î l i c o + b u t a n o l .S e g û n  p u ed e  
a p r e c i a r s e  en  l a  T a b la  2 4 ,  cu a n d o  e l  p la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t e l ­
n a s  s e  e x t r a j o  d i r e c t a m e n t e  s e  r é c u p é r é  e l  86,8%  de l a  a c t i v i ­
dad  o r i g i n a l .  A n a d ien d o  a lb û m in a  b o v in a  a l  tam pôn f o s f a t o  en  c o n ­
c e n t r a c iô n  d e l  1,5% o  s u p e r i o r  y  p o s t e r i o r  e x t r a c c i ô n  s e  o b tu v o  
una r e c u p e r a c iô n  d e l  76 ,4% . E s t e  e f e c t o  p r o t e c t o r  q u e  e j e r c e  l a  
a lb û m in a  s o b r e  l a  p r o t e l n a  i n te r c z u n b ia d o r a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s ­
t e r o l  n o  e s  e s p e c l f i c o ,  p u e s  como p u e d e  v e r s e  en  d i c h a  t a b l a  p a -  
r e c id a  r e c u p e r a c iô n  s e  o b t u v o  c u a n d o  s e  a h a d iô  h e m o g lo b in a  en  
i g u a l  c o n c e n t r a c iô n .  No o b s t a n t e ,  n o s o t r o s  no p o d la m o s  u t i l i z e r  
p r o t e c t o r e s  p r o t e i c o s  d e  l a  a c t i v i d a d , d ad o  q u e co n  l o s  p a s o s  
s i g u i e n t e s  d e  p u r i f i c a c i ô n  s e  p r e t e n d l a  s e p a r a r  l a p r o t e l n a  I n ­
te r c a m b ia d o r a  de é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  de o t r a s  p r o t e i n a s .
E n tc e  l o s  p r o t e c t o r e s  d e  l a  e s t r u c t u r a  p r o t e i c a  p r o -  
b a d o s  e l  mâs e f e c t i v o  f u e  e l  g l i c e r o l  a una c o n c e n t r a c iô n  d e l
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TABLA 2 4 . -  ACTIVIDAD INTERCAMBIADORA- DE ESTERES DE COLESTEROL 
ÜNIDA A INTRALIPID.
M u estra  A g e n te  
p r o t e c t o r
A c t iv id a d
(%K/ML)
R e c u p e r a c iô n
(%)
P la sm a  l i b r e  
de
l i p o p r o t e l n a s 2 2 ,0
PLLP e x tr a id o C * ) -------- 1 9 ,1 8 6 ,8
Caoa g r a s a  en  
tam pôn f o s f a t o C * ) — — — 1 ,1 5 ,0
AJbûm ina a l  
1,5% 1 6 ,8 7 6 ,4
H em o o lo b in a
1,5% 1 5 ,4 7 0 ,0
G l i c e r o l  a l  
33% 7 ,1 3 2 ,3
( * ) :  La e x t r a c c i ô n  s e  r e a l i z ô  con  é t e r  d i i s o p r o p î l i c o / b u t a n o l  
( 7 5 : 2 5 ,  V/V) d e s p u é s  de h a b e r  a r a d id o  l o s  a g e n t e s  p r o t e c t o r e s ,
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33%. En .5  e x p e r im e n t o s ,  l a  r e c u n e r a c i ô n , d e s p u é s  d e  l a  e x t r a c ­
c iô n  de l a  m e z c la  con  é t e r  d i i s o p r o o l l i c o + b u t a n o l , f u é  e n t r e  
e l  30-40% .
5 . 2 . -  C r < x n a to g ra fla  s o b r e  B io  G el A - 1 ,5 .
La F i g . 16 r e p r é s e n t a  e l  p a tr ô n  d e  e l u c i ô n  de p r o t e l n a  
y  a c t i v i d a d  in t e r c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  d e  l a  m ues­
t r a  a p l i c a d a  a l a  co lu m n a  d e  B io  G e l .  E n tr e  e l  15-20% , a p r o x i ­
m a d a m en te , d e  l a  p r o t e l n a  e s  e l u l d a  en  e l  v o lu m en  de v a c i é ,  e l  
r e s t o  d e  l a  o r o t e l n a  s e  e l u y e  como un s o l o  p i c o .  Como n u ed e  
a p r e c i a r s e  en  l a  f i g u r a ,  l a  a c t i v i d a d  e l u y e  In m ed i a tam ante an tes  
d e  e s t e  s e g u n d o  p i c o  d e  p r o t e l n a .  E l p e s o  m o le c u la r  a p a r e n t e  
d e l  p i c o  d e  a c t i v i d a d  é s  d e  9 0 .0 0 0  d a l t o n .
5 . 3 . -  C r o m a to g r a f la  s o b r e  c o n c a n a v a l in a  A S e p h a r o s a .
La p a r t e  c e n t r a l  d e l  p i c ô  d e  a c t i v i d a d  e l u l d o  en  l a  
co lu m n a  d e  B io  G el ( e n t r e  e l  50-75%  d e  l a  a c t i v i d a d  a p l i c a d a )  
s e  d i a l i z é  c o n t r a  tam pôn f o s f a t o  2 ,5  mM pH 7 ,4  co n  NaCl 1 M y 
s e  a p l i c ô  a c o n t i n u a c i ô n  a una co lu m n a  de c o n c a n a v a l in a  A S e ­
p h a r o s a .  S e  e lu y ô  con  e l  m ism o tam pôn h a s t a  q u e  s a l i ô  un g ra n  
p i c o  de p r o t e l n a  ( F i g . 17 ) q u e  c o n t e n l a  m ènes d e l  4% de l a  a c t i ­
v id a d  a p l i c a d a  y  d e s p u é s  co n  d ic h o  tam pôn c o n t e n ie n d o  e i - m e t i l  
D -m a n ô s id o . E l  p r im e r  p i c o  e l u l d o  a c o n t i n u a c i ô n ,  c o n t e n l a  e l  
17% d e  l a  a c t i v i d a d ;  e l  r e s t o  d e  l a  m ism a s e  e lu y e  muy l e n t a -  
m en te  en  un vo lu m en  t o t a l  d e  150  m l. E s t e  v o lu m en  s e  d i a l i z ô  -  
c o n t r a  tam pôn  f o s f a t o  0 , 1  M pH 7 ,4  y EDTA 1 mM y  t r a s  c o n c e n t r a r ­
s e  p o r  d l S l i s i s  c o n t r a  d e x t r a n o ,  s e  d i a l i z ô  d e  n u e v o  co n tra  e l  -
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mismo tampôn. En l a  T a b la  25 s e  p r é s e n t a  e l  resum en  d e  l o s  p a s o s  
de p u r i f I c a c i ô n  de l a  p r o t e ln a  in t e r c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  de c o ­
l e s t e r o l  co n  l a  r e c u p e r a c iô n  o b t e n id a  y e l  g r a d o  de p u r e z a  a l -  
c a n z a d o . S eg û n  s e  p u ed e  co m o ro b a r  a l  f i n a l  de l o s  m ism os o b t u -  
v lm o s una f r a c c i ô n  1800  v e c e s  mSs p u ra  q u e  l a  « fr a c c iô n  p la sm S ­
t i c a  l i b r e  de l i p o p r o t e l n a s .
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6 . -  ACTIVIDAD INTEPCAMBIADOPA DE ESTERES DE COLESTEROL EN PLAS­
MA LIBRE DE LIPOPROTEINAS DE DI\*ERSOS ANIMALES.
La a c t i v l d a d  in t e r c a m b ia d o r a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e -  
r o l ,  como r e p e t l d a s  v e c e s  s e  ha  d ic h o  en  e s t e  t r a b a j o ,  ha  s i d e  
d e t e c t a d a  e n  p la sm a  hum ane y  p la sm a  d e  c o n e j o  (ZILVERSMIT y  -  
c o l . ,  1975  y  PATTNAIK y c o l . ,  1 9 78) l o s  c u a l e s  han s i d e  u t i l i -  
z a d o s  p o r  n o s o t r o s  en  l a  e lé ib o r a c id n  de la  mayor p a r te  d e l  p r œ e n -  • 
t e  e s t u d i o .  Ademàs n o s hem os s e n t i d e  i n t e r e s a d o s  en  c o n o c e r  s i  
l a  a c t i v l d a d  d e s c r i t a  s e  e n c o n t r a r i a  en  o t r a s  e s p e c i e s  a n im a le s .
E l e n s a y o  s e  r e a l i z d  con  VLDL+LDL de c o n e j o ,  m a r ca -  
da e n  l o s  ê s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l ,  y  HDL humana f r f a  ( l a  r e l a c i d n  
m ed id a  en  c o l e s t e r o l  t o t a l ,  fu 6  de 1 :7 )  en  p r e s e n c ia  de p l a s ­
ma l i b r e  d e  l i p o p r o t e i n a s  de c a d a  una d e  l a s  e s p e c i e s  c o n t e n i e n -  
do 2 2 ,9 6  mg d e  p r o t e in a  t o t a l .  La in c u b a c iô n ,  en  to d o s  l o s  c a -  
s o s ,  s e  r e a l i z d  d u r a n te  3 h o r a s  a 37®C y a g i t a c i d n  c o n t in u a  y ,  
m idi^ doB e,a l  té r m in o  d e  l a  m ism a, l a  r a d i e t i v i d a d  t r a n s f e r i d a  a  
HDL. Como podem os v e r  eA l a  T a b la  2 6 ,  s 6 1 o  3 e s p e c i e s : c o d o r n i z , 
c o n e j o  y m ono, p r e s e n t a n  una a c t l v i d a d  e s p e c i f i c a  s u p e r i o r  a  
l a  humana (0,47%  K t/m g de p r o t e i n a ) ,  co n  v a l o r e s  de 0 ,8 5 ;  1 ,4 7  
y 1 ,6 5  % K t/m g d e  p r o t e in a  r e s p e c t i v a m e n t e . De l a s  dem âs e s p e ­
c i e s ,  l o s  r o e d o r e s  p a r e c e n  t e n e r  una a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  -  . 
d e l  in t e r c a m b io  d e  ë s t e r e s  de c o l e s t e r o l  q u e ,  a l o  su m o, e s  l a  
m ita d  d e  l a  humana ( a s f  e l  c o b a y o  0,25%  K t/m g d e  p r o t e i n a ) .
Los u n g u la d o s  han d em ost r a d o , en  e s t a s  c o n d i c i o n e s ,  j u n t o  con  
e l  g a t o  ( 3 ,7 . 1 0   ^ % K t/m g de p r o t e in a )  s e r  l o s  a n im a le s  que -
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TABLA 2 6 . -  ACTIVIDAD ESTIMULADORA DEL INTERCAMBIO DE ESTERES 
DE COLESTEROL EN DIl^J^SOS ANIMALES COMPARADA CON 
LA DEL NOMBRE.
E s p e c ie
(
A c t iv id a d  e s p e c i f i c a  
% K t/m g d e  p r o t e in a  x  100  )
C o d o rh iz (C o tu rn ix  c o t u r n ix ) 8 5 ,0
C o n ejo  ( O r y c t o la g u s  c u n ic u lu s ) 1 4 7 ,0
R atôn  (Mus m u sc u lu s ) 1 0 ,8
R a ta  ( R a t tu s  n c r v e g ic u s ) 1 6 ,0
C obayo (C a v ia  p o r c e l l u s ) 2 5 ,0
C a b a llo  (E quus eq u u s) 0 ,2 4
C abra (C ap ra  h ir c u s ) 4 ,2
C a r n e ro  (O v is  a r i e s ) 1 ,2
V aca  (B os ta u r u s ) 4 ,0
C erd o  (S u s  d o m est i c a ) 2 ,5
P e r r o  (C a n is  f a m i l i a r i s ) 9 ,0
G ato  ( .F e l i s  dom es t i c a ) 3 ,7
Mono ( C e r c o p i t h e c u s  a e t h i o p s ) 1 6 5 ,0
Nombre (Homo s a p ie n s ) 4 7 ,0
VLDL+LDL d e  c o n e jo ,m a r c a d a s  en  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l ( M a te r ia l  
y  M ê to d o s , a p a r ta d o  9 . 2 )  s e  In cu b a r o n  con  HDL f r î a  humana en  la s  
p r o p o r c lo n e s  1 : 7 ,  m ed ld a s  en  c o l e s t e r o l  t o t a l ,  a 3 7 “C d u r a n te  3h- 
en  p r e s e n c ia  d e  2 2 ,9 6  mg (m ed ld o  en  p r o t e in a  t o t a l )  d e  p la sm a  l i ­
b r e  de l i p o p r o t e i n a s  d e  ca d a  una d e  l a s  e s p e c i e s  q u e  s e  in d ic a n  
( M a t e r ia l  y  Më t o d o s , a p a r ta d o  1 0 . 2 ) .  L os r e s u l t a d o s  e x p r è s  an la  
c a n t id a d  de r a d i a c t i v i d a d  t r a n s f e r i d a  a HDL a l  f i n a l  d e  l a  in c u b a ­
c i ô n .
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p r e s e n t a n  una m enor c a p a c id ad d e  e s t i m u l a r  e l  in t e r c a m b io  de  
é s t e r e s  de c o l e s t e r o l ,  s i e n d o  e l  c a b a l l o  ( p e r i s o d â c t i l o )  e l  -  
d e  m enor a c t i v i d a d  ( 0 ,2 4 .1 0  K t/m g de p r o t e i n a ) , p r e s e n t a n -  
do l o s  a c t i o d S c t i l o s  e s t u d ia d o s  una a c t i v i d a d  e n t r e  5 y  18 v e ­
c e s  s u o e r i o r  a l a  de a g u e l  ( a s i ,  e l  c a r n e r o ,  l , 2 . 1 0 ” ^ t c e r d o ,  
2 , 5 . 1 0 ^ ;  v a c a  4 .1 0 ”  ^ y  c a b r a  4 , 2 . 1 0  K t/m g de p r o t e in a )  . -  
P o r  û l t i m o ,  e l  p e r r o ,  q u e  p r é s e n t a  una a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  d e  
9 .1 0  ^ , p rô x im a  a l a  d e l  r a t ô n ( 1 0 ,8 . 1 0  ^) y  c a s i  l a  m ita d  de l a  
r a t a  ( 1 6 .1 0 " ^ 1 .
Cuando in te n tâ m e s  com p rob ar  s i  to d a s  l a s  e s p e c i e s  i n -  
d ic a d a s  t e n ia n  un co m p o rta m ien t o  s i m i l a r  a l  humano en  c u a n to  a 
l a  i n h i b i c i ô n  p o r  HDL humana n o s  e n c o n tr a m o s  con  u n o s r e s u l t a ­
d o s d i s p a r e s  y c ie r t a m e n t e  s o r n r e n d e n t e s . Los r e s u l t a d o s  o b t e -  
n id o s  s e  ex p o n en  en  l a  T a b la  2  7 , l a  r e l a c i ô n  en c o l e s t e r o l  t o ­
t a l  e n t r e  l a s  l i p o p r o t e i n a s  d o n a n t e : r e c e p t o r a  fu e  de 1 :1 7  y ,  
como s e  o u e d e  com probar en  d ic h a  t a b l a ,  en  e l  hom bre l a  a c t i -  
v id a d  d ism in u ÿ ô  h a s t a  un 20,5 ,1Q ~^%  K t/m g de p r o t e in a ,  S in  em­
b a r g o ,  sO lo  l a  ceübra dem ost r ô  una i n h i b i c i ô n  d e l  m ism o o r d e n  -  
(co lu m n a  t e r c e r a  de l a  T a b la  2 7 ) ;  man te n  iendose n r â c t ic a m e n t e ,  
l a s  a c t i v i d a d e s  d e  l a  c o d o r n iz  y  d e l  c o b a y o  ( d e l  c o n e j o ,  aunque  
no diA ponem os de d a t o s  p a r a l e l o s  en e s t a  s e r i e  de e x p e r im e n t o s , 
podem os i n d ic a r  p o r  l o s  r e s u l t a o d o s  o b t e n id o s  en  v a r ia s  o c a s i o -  
n e s , a u e  e s  i n h ib id a  en p r o p o r c iô n  p a r e c id a  a l a  humana) y a u -  
m entand o en l a s  dem és e s p e c i e s  de 2 -1 8  v e c e s  e l  in t e r c a m b io  d e  
é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  a l  a u m en ta r  l a  c a n t id a d  de l a  l i p o p r o t e i -  
na r e c e p f io r a .
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TABLA 2 7 . -  AOCICN EE HEL SOBPE lA  ACTEVIEAn ESTIMULADORA EEL IN^ERCA^BIO EE ESTE- 
FES EE ŒKESTEROL PPESENIE EN PIAS'IA EE DIVERSOS MIMAIES EN GOI^ AKA- 
CICN OCN LA HUMANA.
ACnVinAD ESPECIFICA 
proteinaxlOO)
EE PFOTEINA PFESENTES 
EN PIASMA LEBFE EE UPO- 
PROTEINAS ENSAYADO
A .E .TABLA 27/  
A.E.TABLA.26 '
ESPECIE
O odom iz 66 ,0 9 ,09 0 ,7 8
Ratôn 59 ,0 11,67 5,46
Rata 32,0 20,31 2,00
Ocbayo 20 ,0 1 8 ,æ 0 ,80
Caballo 4 ,4 29 ,21 18,54
Csbra 1 ,9 22,42 0 ,4 5
Cam ero 11 ,7 23,93 9 ,75
Vaca 15,7 22,93 3,94
Oerdo 13 ,3 24,21 5 ,3 2
Perro 30,0 15,23 3,33
Gato 37,5 9 ,2 0 10 ,14
Mono 288,0 9 ,19 1 ,75
Honbre 20 ,5 22 ,93 0 ,4 4
VUX/fLDL de conejo,m arcadas en lo s  é s te r e s  de c o le s t e r o l  (M aterial y  Me todos ,apar- 
tado 9 2 .)  , s e  incubaron con HEL f r la  humana en la s  proporciones l:17 ,m ed idas en 
c o le s te r o l  t o t a l ,a  37“C,durante 3h,en p r e se n c ia  de 0 ,4  ml de plasma l ib r e  de l ip o -  
p ro te in a s de cetda una de la s  e sp e c ie s  (M ateria l y  Métodos, apartado l 0 .2 . )  .Los re­
su lta d o s  (columna primera) expresan la  cantidad  de r a d ia ctiv id a d  treinsfer id a  i  I&X> 
a l  f in a l  de l a  incubaci& i. Las coluitnas segunda y  bercera r e fle ja n ,r e sp e c tiv « n e n te  
l a  cantidad de p ro te in a  t o t a l  e x is ta n te  en e l  volumen enssyado d e l plasma l i t r e  de 
l ip o p r o te in a s  de cada e sp e c ie  y  la  relaciC n  e n tr e  lo s  resu lta d o s obten idos b*jo -  
e s t a s  oond iciones y  lo s  o ^ r esa d o s  en la  ta b la  a n te r io r .
1 6 1 .
En res-um en, en  l a s  n u e v a s  c o n d i c i o n e s ,  adem âs d e  l a  
c o d o r n iz  y e l  mono (y  e l  c o n e jo )  o t r o s  a n im a le s  p a r e c e n  t e n e r  
una a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  d e  é s t e r e s  de c o l e s ­
t e r o l  m ayor q u e  l a  hum ana; e s t o s  a n im a le s  so n  e l  r a t ô n ,  l a  r a t a  
e l  p e r r o  y e l  g a t o .  De l o s  dem és a n im a le s ,  e l  c o b a y o  r é s u l t a  -  
t e n e r  l a  m ism a a c t i v i d a d  g u e  l a  humana y  l o s  r e s t a n t e s  e n t r e  -  
1 ,3  y 11 v e c e s  i n f e r i o r .
En l a  s e g u n d a  co lu m n a  d e  d ic h a  t a b l a  f ig u r a n  l a s  c a n -  
t i d a d e s  de p r o t e in a  t o t a l  p r é s e n t e s  en  l o s  0 ,4  ml d e l  p la sm a  -  
l i b r e  de l i p o p r o t e i n a s  d e  c a d a  e s p e c i e  e m p lea d o s  en  e l  e n s a y o ,  
y  como p u ed e  v e r s e ,  no  e x i s t e n  g r a n d e s  d i f e r e n c i a s  con  l a s  c a n -  
t i d a d e s  u s a d a s  e n  e l  e n s a y o  a n t e r i o r , p o r  l o  que no p a r e c e  j u s -  
t i f i c a d o  a t r i b u i r l e s  e l  q u e  s e a n  l a  c a u s a  d e  l o s  c o m p o rta itiien -  
t o s  e n c o n t r a d o s .
i«7-
DISCUSION Y COHENTARIOS
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E x i s t e  a c tu a lm e n te  un enorm e i n t e r é s  en  e l  e s t u d i o  
d e  l a s  c a u s a s  y  m é ca n ism es  d e  l a  a c u m u la c iô n  de c o l e s t e r o l  en  
l a  p a r e d  a r t e r i a l ,  m a n i f e s t a c i ô n  e s e n c i a l  d e  l a  e n fe rm e d a d  d e -  
nom inada a t e r o s c l e r o s i s , p r i n c i p a l  c a u s a  de m u e r te  en  e l  mundo 
o c c i d e n t a l .  A p a r t i r  d e l  d en o m in a d o  "F ram inghan  S tu d y " (CANEL y  
c o l , 1 9 6 7 ) ,  s e  ha i n t e n t ad o  r e i t e r a d a m e n t e  r e l a c i o n a r ,  a l  m enos 
en  p a r t e ,  l a  a p a r ic iô n  de e s t a  e n fe r m e d a d  con  l o s  n i v e l e s  c i r ­
c u l a n t e s  de c o l e s t e r o l .  L as e n fe r m e d a d e s  que c u r s a n  co n  n i v e ­
l e s  e le v a d o s  de c o l e s t e r o l  p la s m S t ic o s  s e  c a r a c t e r i z a n  p o r  una  
m ayor i n c i d e n c i a  de a t e r o s c l e r o s i s  y  m u e r te  p o r  i n f a r t o  de m io  
c a r d i o ,  como en  l a  h i p e r c o l e s t e r o l e m i a  c o n g é n i t a  o  h i p e r l i p o -  
p r o t e in e m ia  t i p o  I I  d e  l a  c l a s i f i c a c i ô n  de Fredric)cson{FlEDRICKSON 
y c o l ,  (1 9 7 8 )  . P er o  adem âs tfu n b ien  e s  im p o r ta n te  s e n a l a r  que 
en  e n fe r m e d a d e s  en  d on d e no  s e  p r o d u c e  aum ento  c l a r o  d e l  c o l e s  
t e r o i  c i r c u l a n t e  s i n o  que s e  o r o d u c e  un aum ento de l o s  t r i g l l -  
c é r i d o s ,  ta m b ie n  hay  una m ayor i n c i d e n c i a  de a t e r o s c l e r o s i s  , 
p a r t i c u la r m e n t e  en  c u a d r o s  d o n d e  s e  p r o d u c e  h i p e r t r i g l i c e r i d e -  
m ia s s e c u n d a r ia s  como en  l a  o b e s id a d  , d i a b e t e s  o  en e n fe r m e s  
con  i n s u f i c i e n c i a  r e n a l  c r ô n ic a  .
E s t o s  d a t o s  p a r e c e n  i n d i c a r  q u e e l  d e p ô s i t o  de c o l e £  
t e r o l  en  l a  p a r e d  a r t e r i a l  no  e s  û n ic a m e n te  un r e f l e j o  de l o s  
n i v e l e s  c i r c u l a n t e s  d e  e s t e  p r o d u c t o ,  s i n o  d e l  m ecan ism o g l o ­
b a l  d e  t r a n s p o r t e  de l o s  l l p i d o s  p l a s m â t i c o s  ( fun dam ent alimente 
t r i g l i c é r i d o s  y c o l e s t e r o l ) , y a  q u e  t o d o s  e l l o s  c i r c u l a n  f o r -  
mando c o m p le ja s  e s t r u c t u r a s  d e n o m in a d a s l i p o p r o t e i n a s .
E l c o l e s t e r o l  c i r c u l a n t e  e x i s t e  e n  d o s  fo rm a s d i f e -  
r e n t e s :  c o l e s t e r o l  l i b r e  y  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  con  f ic id o s
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g r a s o s  . En p la sm a  hum ano y  d e  o t r a s  e s p e c i e s , l o s  n i v e l e s  
c i r c u l a n t e s  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  e s t â n , e n  p a r te ;  r e g u la d o s  p o r  
e l  e n z ir o a  LCAT q u e  s i n t e t i z a  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  a  p a r t i r  de  
e s t e  c o l e s t e r o l  l i b r e  y  d e  l o s  â c i d o s  g r a s o s  d e  l a  l e c i t i n a .  
P a r t i c u l a r m e n t e  e s t a  r e a c c i ô n  s e  p r o d u c e  e n  HDL y  s e  su p o n e  
q u e  e s t o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  s e  t r a n s f i e r e n  a o t r a s  f r a c -  
c i  on  e s  l i p c ^ r o t e i c a s , s i n  q u e  e n  l a  a c t u a l i d a d  s e  c o n o z c a  e l  
m e ca n ism o  d e  e s t a  t r a n s  f e r e n c i a . Es t o  h a c e  q u e  e n  l o s  m e c a n is -  
m os q u e  g o b ie r n a n  e l  d e p ô s i t o  d e  c o l e s t e r o l  e n  l a  p a r e d  a r t e ­
r i a l  e x i s t a n  m uchos f a c t o r e s  i n t e r r e l a c i o n a d o s  y  h a c e  d e l  
m éxim o i n t e r é s  e l  e s t u d i o  d e l  m o v im ie n to  d e  c o l e s t e r o l  e n t r e  
d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s , l o  c u a l  p o d r la  a y u d a r  a 
e x p l i c a r  m u ch os d e  l o s  p u n t o s  o s c u r o s  q u e aûn  e x i s t e n  e n t r e  
l o s  n i v e l e s  y  d i s t r i b u c i ô n  d e  l o s  l l p i d o s  p l a s m â t i c o s  y  e l  
d e s a r r o l l o  d e  l a  a t e r o s c l e r o s i s .
En l a  o r e s e n t e  t e s i s ,  h em os edaordado e l  e s t u d i o  d e  
l a s  i n t e r r e l a c i o n e s  e n t r e  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  y  e s t e r i f i c a d o  
d e  d i f e r e n t e s  l i p o p r o t e i n a s  p l a s n i â t i c a s  a i s l a d a s .  N a tu r a lm e n te  
e s t e  s i s t e m a  s u f r e  d e l  i n c o n v e n i e n t e  ( a l  i g u a i  q u e  l o s  dem âs 
s i s t e m a s  " in  v i t r o " )  d e  o l v i d a r  u n a  s e r i e  de p r o c e s o s  q u e  
s u c e d e n  e n  e l  a n im a l  i n t a c t e  com o s o n  l a  s i n t e s i s  c o n s t a n t e  
d e  l i p o p r o t e i n a s  d e  muy b a j a  d e n s id a d  y  d e  a l t a  d e n s id a d  p o r  
e l  h lg a d o  , a s f  com o l a  d e g r a d a c iô n  d e  \q,DL c i r c u l a n t e  p o r  l o s  
t e j i d o s  p é r i f é r i c o s  y  s u  t r a n s f o r m a c iô n  e n  LDL g r a c i a s  a l a  
a c c i ô n  d e  l o s  e n z im a s  LPL y  l i p a s a  h e p â t i c a  y  l a  c a p t a c i ô n  de  
e s t a  LDL e n  l o s  t e j i d o s  p e r i f é r i c o s  p o r  l a  v i a  d e l  r e c e p t o r  
( v e r  I n t r o d u c c i ô n , a p a r t a d o  3 . 5 . 1 . ) .  T o d o s e s t o s  m e c a n ism o s
16 5,
I n f lu y e n  p o d e r o sa m e n te  en  e l  m o v im ie n to  d e l  c o l e s t e r o l  e n t r e  
e l  p la sm a  y  l o s  t e j i d o s  y e n t r e  l o s  d i s t i n t o s  t i p o s  de l i p o ­
p r o t e i n a s .  S in  em b a rg o , e l  e s t u d i o  d e l  m o v im ie n to  d e l  c o l e s ­
t e r o l  l i b r e  y  e s t e r i f i c a d o  e n t r e  f r a c c io n e s  l i p o p r o t e i c a s  
a s t a b l e s  " in  v i t r o " , p u ed e  d a r n o s  i n fo r m a c iô n  d e l  m o v im ien ­
t o  e s t a c i o n a r i o  de e s t o s  c o m p u e sto s  y  a p o r ta r  lu z  s o b r e  l a s  
p r o p ie d a d e s  d e  e s t o s  m o v im ie n to s  en  t a l e s  c o n d i c io n e s .
1 . -  OBTENCION "IN VITRO" DE FRACCIONES LIPOPROTEICAS MARCADAS
P a ra  l a  r e a l i z a c i ô n  de e s t o s  e s t u d i o s  e s  n e c e s a r i a  
l a  o b t e n c iô n  d e  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  m a rca d a s en  e l  c o l e s ­
t e r o l  l i b r e  y / o  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l .  E x i s t e n  d o s  p o s i -  
b i l i d a d e s  p a r a  o b t e n e z  e s t a s  f r a c c io n e s  r a d i a c t i v a s ;  en  p r im e r  
lu g a r  s e  pue*de p r o c é d e r  a l a  i n y e c c i ô n  d e  c o l e s t e r o l  " in  v iv o "  
y  p o s t e r i o r  o b t e n c iô n  d e l  p la sm a  (ZILVEPSM.IT y c o l ,  1975) .E s t e  
p r o c e d lm ie n t o  t i e n e  e l  i n c o n v e n i e n t e  de que e s  n e c e s a r i o  u t i l ^  
z a r  una g r a n  c a n t id a d  d e  r a d i a c t i v i d a d  y de que s e  o b t ie n e n  
b a j a s  r e c u p e r a c io n e s  ; adem âs no  p u ed e  u t i l i z a r s e  cu a n d o  s e  
p r e t e n d e  m a rca r  p la sm a  hum ano. N o s o t r o s  hem os u t i l i z a d o  e l  
m éto d o  d e  N i l s s o n  y  Z i lv e r s m i t  (1 9 7 2 )  , q u ie n e s  m arcan e l  p l a s ­
ma p o r  a d i c iô n  de c o l e s t e r o l " in  v i t r o " .  Como p u ed e v e r s e  en  l a  
f i g u r a  3 l a  in c o r p o r a c iô n  e s  muy e f i c a z ,  a s î  como su  e s t e r i f ^  
c a c iô n  ( f i g u r a  4 ) .  Cuando n o s  i n t e r e s ô  o b t e n e z  f r a c c io n e s  
l i p o p r o t e i c a s  en  l a s  que û n iceu n en te  s e  e n c o n t r a r a  c o l e s t e r o l  
r a d i a c t i v o  en  form a l i b r e ,  e l  p la sm a  o l a s  f r a c c i o n e s  l ip o p r o ­
t e i c a s  a i s l a d a s  s e  in c u b a r o n  en  p r e s e n c ia  d e  ÜTNB, q u e in h ib e  
l a  a c t i v i d a d  LCAT . N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  in d ic a n  q u e l a  in c u b a -
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c i ô n  " in  v i t r o  " e s  un s i s t e m a  e f i c a z  p a r a  l a  o b t e n c i ô n  d e  
f r a c c i o n e s  l i p o p r o t é i c a s  m a r c a d a s  e n  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  o  en  
e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  y  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o ] . En a lg u n a s  o c a s i o  
n é s ,  y  c o n c r e t a m e n t e  e n  l a  d e m o st r a c i ô n  d e  l a  a c t iv i d a d  e s t i ­
m u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  d e  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s  t e r o l , f u é  n e ­
c e s a r i o  o b t e n e r  f r a c c i o n e s  m a r c a d a s  p r e f e r e n t e m e n t e  en  e l  
c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o ,  p a r a  e l l o  in c u b â m e s  LDL m a rca d a  t a n t o  
e n  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  com o e n  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  co n  
HDL f r i à  e n  e x c e s o  ( a p r o x im a d a m e n te  u n a s  v e i n t e  v e c e s ) . Como 
s e  p u e d e  v e r  e n  l a s  t a b l a s  1 y  2 e s t e  m é to d o  e s  e x t r a o r d i n a -  
r ia m e n t e  e f i c a z  e n  i n t e r c a m b i a r  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  r a d i a c t i v o  
d e  LDL p o r  c o l e s t e r o l  l i b r e  f r î o  p r o c e d e n t e  d e  HDL, o b t e n ie n d o  
s e  f r a c c i o n e s  c o n  m enos d e l  10% d e  s u  r a d i a c t i v i d a d  e n  fo rm a  
d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  . T am bien  in t e n t â m e s  b a j a r  e l  % d e  c o l e s ­
t e r o l  l i b r e  r a d i a c t i v o  in c u b a n d o  LDL m a rcad a  co n  e r i t r o c i t o s  
( t a b l a  3) s i n  em b a rg o  com o l a  r e c u p e r a c i ô n  f u é  m ucho p e o r  que  
e n  e l  c a s o  a n t e r i o r  y  e l  m a n e jo  d e  l o s  e r i t r o c i t o s  e r a  c o m p l i -  
c a d o ,  n o s o t r o s  u t i l i z a m o s  s i s t e m é t i c a m e n t e  a q u e l  m é to d o .
2 . -  MOVIMIENTO DE ESTERES DE COLESTEROL EN PLASMA COMPLETO
L os c l é s i c o s  e s t u d i o s  d e  G lo m s e t  s o b r e  e s t e r i f i c a c i ô n  
d e l  c o l e s t e r o l  p l a s m S t ic o  c a t a l i z a d o  p o r  LCA T,han d e j a d o  b ie n  
c l a r o  q u e  l a  f r a c c i ô n  p l a s m é t i c a  d o n d e  s e  s i n t e t i z a n  p r e f e r e n ­
te m e n t e  J o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  e s  HDL . S in  e m b a r g o ,c u a n d o  
s e  in c u b a  p la s m a  c o m p le t o  e l  c o n t e n i d o  d e  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i ­
c a d o  ta m b ie n  auraenta  e n  l a s  f r a c c i o n e s  d e  m en or d e n s id a d  (VLDL 
y  LDL) (GLOMSET y  NORÜM, 1 9 7 3 ) .  De h e c h o , c u a n d o  l a  f r a c c i ô n
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p la s m â t i c a  de d e n s id a d  m ayor de 1 ,0 6 3  g /m ] f q u e  c o n t i e n e  HDL 
y p la sm a  l i b r e  de l i p o p r o t e i n a s )  s e  in c u b a  en  p r e s e n c ia  d e  
c o l e s t e r o l  r a d i a c t i v o  no  s e  form an é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  como 
s e  d e m u e str a  en  l a  t a b l a  9 . E s t o  i n d ic a  que p a r a  que s e  f o r -  
men l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  e s  n e c e s a r i a  l a  p r e s e n c ia  d e  l i ­
p o p r o t e in a s  d e  m ener d e n s id a d ,  b ie n  p o r  que a c tû e n  como d o u a n ­
t e s  de c o l e s t e r o l  l i b r e  o b ie n  como a c e p t o r e s  de l o s  é s t e r e s  
de  c o l e s t e r o l  f o r m a d o s , l ib e r a n d o  a s i  en  HDL n u ev o  e s p a c i c  p a r a  
l a  fo r m a c iô n  n u e v o s  é s t e r e s  . P a r a  a c la r a r  e s t e  p u n to , e s t u d i a  
mos l a  e s t e r i f i c a c i ô n  d e l  c o l e s t e r o l  en  p la sm a  f r e s c o  de conejo 
c u y a  a c t i v i d a d  LCAT e s  e l e v a d a .  Aunque a l a s  48 h l a s  f r a c c i o ­
n e s  s u p e r i o r e s  e  i n f e r i o r e s  a d = l ,0 6 3  g /m l m u e str a n  l a  m ism a 
I n c o r p o r a c iô n  d e  c o l e s t e r o l  r a d i a c t i v o  e s t e r i f i c a d o  + l i b r e  
( t a b l a  7 ) ,  no  s u c e d e  a s i  cu a n d o  s e  m id e  l a  in c o r p o r a c iô n  a l a s  
20 h ; como podem os v e r  e n  l a  t a b l a  6 e s t a  in c o r p o r a c iô n  e s  mayor 
e n  HDL . S i  p e n s amos e x c lu s iv a m e n t e  e n  e l  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i ­
c a d o ,  vem os q u e  a l a s  48 h ta m b ie n  s e  ha e q u i l ib r a d o  la  cantidAd 
de é s t e r e s  r a d i a c t i v o s  e n  l a s  f r a c c io n e s  de m enor y m ayor d en ­
s id a d  de 1 ,0 6 3  g /m l ( t a b l a  7) .C uando e s a  e s t e r i f i c a c i ô n  l a  
m edim os a l a s  10 h n o s  e n c o n tr a m o s  con  q u e l o s  é s t e r e s  de c o ­
l e s t e r o l  e s t â n  r e p a r t i d o s  p o r  i g u a l  e n  l a s  t r è s  f r a c c i o n e s  o  
i n c l u s o  h a y  m és en  l a s  de m enor d e n s id a d  ( t a b l a  8 ) .
E s t o s  r e s u l t a d o s  p a r e c e n  i n d ic a r  que d u r a n te  l a  e s t e  
r i f i c a c i ô n " i n  v i t r o " d e  c o l e s t e r o l  e x i s t e  un m o v im ie n to  de c o le s  
t e r o l  l i b r e  d e  s  d e  j a s  l ip > o p r o te in a s  de b a j a  d e n s id a d  a l a s  de  
a l t a  d e n s id a d  y a u e  e l  m o v im ie n to  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  
r f id i a c t i v o s  fo rm a d o s en  HDL h a c i a  l a s  l i p o p r o t e i n a s  d e  b a j a
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d e n s id a d  e s  muy r S p i d o ,  o a r è c i e n d o  i n d i c a r  c o n  e l l o  q u e  ambos 
fe n ô m e n o s  s o n  d e t e r m in a n t e s  e n  l a  v e l o c i d a d  d e  e s t e r i f i c a c i ô n .  
E s t o  e s  a v a l  ad o  tcu n b ien  p o r  e l  h e c h o  d e  q u e  e n  s u e r o  humeuio, 
d o n d e  l a  r e a c c i ô n  d e  e s t e r i f i c a c i ô n  s e  c o n d u c e  c o n  m ayor  l e n -  
t i t u d ,  l a  d i s t r i b u c i ô n  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  r a d i a c t i v o s  
h a c i a  l i p o p r o t e i n a s  d e  m en or d e n s id a d  ta m b ie n  e s  mSs l e n t a  -  
( t a b l a  8) .
3 , - INTERCAMBIO DE ESTERES DE COLESTEROL MEDIADO POR UNA 
PROTEINA PLASMATICA.
P o r  e l  m om ento n o  s e  c o n o c e  c u a l  e s  e l  m e c a n ism o  d e .  
l a  t r a n s  f  e r e n c i a  d e  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  formados en HEL 
a VLDL o  LDL, . c h a j e k  y  F i e l d i n g  (1 9 7 8 )  h an  d e s c r i t o  que  
c u a n d o  l i p o p r o t e i n a s  hum anas a i s l a d a s  s e  in c u b a n  e n  a u s e n c i a  
d e  p la s m a ,  s e  d é t e c t a  u n a  t r a n s f e r e n c i a  n e t a  d e  c o l e s t e r o l  d e  
HDL a l i p o p r o t e i n a s  d e  m en or  d e n s id a d ;  e s t o s  a u t o r e s  e n c o n t r a -  
r o n  q u e  l a  t r a n s f e r e n c i a  e s t é  e s t im u la d a  p o r  un c o m p o n e n ts  p r o  
t e i c o  d e  HDL, q u e  i d e n t i f i c a n  p r o b a b le m e n te  c o n  a p o  D . E s t o s  
d a t o s  e s t â n  e n  d e s a c u e r d o  c o n  o t r o s  p u b l i c a d o s  a n t e r io r m e n t e  
q u e  i n d i c a n  q u e  n o  h a y  p a s o  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  d e s d e  unas 
f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  a o t r a s  ( GOODMAN, 1 9 6 5 ) .  N o s o t r o s  
hem os e s t u d i a d o  l a  p o s i b l e  t r a n s  f e r e n c i a  d e  é s t e r e s  de c o l e s ­
t e r o l  e n t r e  l i p o p r o t e i n a s ,  n o  p u d ie n d o s e  d e t e c t a r  n in g u n a  trans  
f e r e n c i a  n e t a  n i  c u a n d o  s e  m id iô  en  c o n t e n i d o  d e  é s t e r e s  de  
c o l e s t e r o l  a l  f i n a l  d e  ün a  in c u b a c iô n  d e  t r è s  h o r a s ( t a b l a  10 )  
n i  c u a n d o  s e  m id iô  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  
r a d i a c t i v o  d e s d e  HDL a LDL f r l a  ( t a b l a  1 7 ) .  C uando s e  i n t e n t é
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e s t i m u l a r  e s t a  t r a n s f e r e n c i a  con  apo HDL ( e x p e r im e n to s  no  
d e s c r i t o s  en  r e s u l t a d o s ) , ta m b ie n  l o s  r e s u l t a d o s  fu e r o n  n e g a ­
t i v e s .  Lo q u e  s u g ie r e n  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  e s  q u e ,  en a u s e n c ia  
de a c t i v i d a d e s  e n z i m â t i c a s , l o s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  de HDL 
no  s e  t r a n s f i e r e n  a l i p o p r o t e i n a s  de m enor d e n s id a d ,  n i  e x i s t e  
têunpoco t r a n s  f e r e n c i a  en  s e n t i d o  c o n t r a r i o  a l  m enos en  l a s  con  
d i c i o n e s  en  l a s  q u e s e  r e a l i z a r o n  l o s  e x p e r im e n t o s .
La r e c i e n t e  d e s c r ip c i ô n  p o r  Z i lv e r s m i t  y c o l , (1 9 7 5 )  
y P a t n a ik  y  c o l , (1 9 7 8 )  de una p r o t e in a  p r é s e n t e  en  p la sm a  de 
c o n e j o  y en  p la sm a  humano q u e  e s t i m u l a  e l  in t e r c a m b io  p e r o  no  
l a  t r a n s f e r e n c i a , de é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  e n t r e  l i p o p r o t e i n a s  
p l a s m é t i c a s  d e  d i v e r s a s  e s p e c i e s ,  a b r e  una n u eva  p o s i b i l i d a d  
a l  e s t u d i o  d e  e s t o s  c o m p o n e n te s  l i p o p r o t e i c o s . E f e c t iv a u n e n t e , 
como s e n a la n  B a r t e r  y  L a l ly  ( 1 9 7 9 ) ,  e l  .h e ch o  de que en  p la sm a  
c i r c u l a n t e  l o s  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  s e  in t s r c a m b ia n  r e a lm e n te  
a p u n ta  a l a  p o s i b i l i d a d  de q u e t o d o s  e l l o s  e s t é n  en  e q u i l i b r i o  
form an do un û n ic o  "nool*,. y  l a  d i s t r i b u c i ô n  d e  d i c h o s  é s t e r e s  
s é r i a  p r o p e r  c  i o n a l  a l  c o n t e n id o  d e  c a d a  una d e  l a s  lipc^roteinas»  
e s t o  p o d r ia  e x p l i c a r  en  p a r t e  e l  h e c h o  d e  que una m ayor c o n c e n  
t c a c t ô n  d e  HDL p u ed a  s e r  un f a c t o r  d e  p r o t e c c iô n  c o n t r a  l a  
a t e r o s c l e r o s i s  (MILLER, 1 9 8 0 ) , d e b id o  a l a  d is m in u c iô n  d e l "pool"  
de é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  c o n t e n id o  en  LDL.
La a c t i v i d a d  e s t im u la d o r a  d e l  in t e r c a m b io  r e s i d e  en  
una p r o t e in a  q u e  s e  l o c a l i z e  en  l a  f r a c c iô n  p la s m â t i c a  l i b r e  
de l i p o p r o t e i n a s  (PATNAIK y c o l ,  1 9 7 8 ) .  N o s o t r o s  hem os com p ro-  
b a d o  e s t e  p u n t o ,o u e s  cuand o  p rép a râ m es p la sm a  l i b r e  de l i p o ­
p r o t e in a s  p o r  d o s  p r o c e d im ie n t o s  d i s t i n t o s  r e c o g e m o s  l a  m ism a
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a c t i v i d â d  e s p e c i f i c a  e n  am bos c a s o s  ( t a b l a  2 1 ) . Adem âs d e  e s t a  
a c t i v i d a d  p r é s e n t e  e n  p la s m a ,  p o d r l a  s u c e d e r  que p a r t e  d e  l a  
a c t i v l d a d  p e r m a n e c ie r a  a s o c i a d a  a l a s  l i p o p r o t e i n a s  c o n  l o  q u e  
a q u e l l a  s é r i a  p a r t e  d e l  t o t a l .  C uando f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s  
s e  d e s i ip id a r o n  p o r  un p r o c e d im i e n t o  q u e  n o  p r é c i p i t a  p r o t e i n a s  
( v e a s e  M a t e r ia l  y  M é to d o s ,  a p a r t a d o  1 1 . 1 ) ,  no  s e  p u d o  o b s e r v e r  
a c t i v i d a d  in t e r c a m b ia d o r a  e n  l a  f r a c c i ô n  p r o t é i c a  ( t a b l a  2 2 ) .  
E s t o  s u g i e r e  q u e  p o r  e l  p r o c e d im i e n t o  u t i l i z a d o  p a r a  s e p a r a r  
l a s  l i p o p r o t e i n a s  to d a  l a  a c t i v i d a d  in t e r c a m b ia d o r a  r e s i d e  e n  
l a  f r a c c i ô n  d e  d e n s id a d  m ayor a 1 ,2 5  g / m l . N a t u r a lm e n t e ,  e s t o  
n o  i n d i c a  q u e  l a  a c t i v i d a d  c i r c u l e  p o r  e l  p la sm a  s e p a r a d a  d e  
l a s  l i p o p r o t e i n a s ,  s i n o  q u e  s e  d e s p r e n d e  p o r  e l  p r o c e d im i e n t o  
d e  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  o  p r e c i p i t a c i ô n , y a  q u e  com o P a t n a ik  y  
Z i l v e r s m i t  (1 9 7 9 )  han  d e m o s tr a d o  e s t a  p r o t e i n a  s e  p u e d e  a i s l ^ r  
d e  p la sm a  c o m p le t o  u n id a  a HDL; l o  q u e  o c u r r e  e s  q u e  l a  f u e r z a  
c e n t r f f u g a  o  l a  a l t a  f u e r z a  i ô n i c a  d e s t r u y e  e s t a  u n iô n  d e s p l a -  
z a n d o  l a  p r o t e i n a  i n t e r c a m b ia d o r a  a l a  f r a c c i ô n  f la sm â ticà  l ib r e  
d e  l i p o p r o t e i n a s .
4 .  CINETICA DEL INTERCAMBIO DE ESTERES DE COLESTEROL MEDIADO 
POR PLASMA HUMANO LIBRE DE LIPOPROTEINAS.
P a r a  p o n e r  de m a n i f i e s t o  l a  a c t i v i d a d  in te r c a m b ia d o r a  
d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l ,  s e  u t i l i z a n  c o n d i c i o n e s  e n  l a s  q u e  
u n a  f r a c c i ô n  c o n t e n i e n d o  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  r a d i a c t i v o s  s e  
in c u b a  c o n  una f r a c c i ô n  r e c e p t o r a  f r f a  e n  e x c e s o ;  l o s  p r im e r o s  
e s t u d i o s  d e  Z i l v e r s m i t  y  c o l ,  ( 1 9 7 5 ) ,  u t i l i z a b a n  LDL d e  c o n e j o  
m a rca d a  p o r  i n y e c c i ô n  d e  c o l e s t e r o l  " in  v iv o "  y  VLDL oono recep to i;
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s e p a r a n d o  ambas f r a c c i o n e s  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a l  f i n a l  de  
l a  i n c u b a c i ô n .  P o s t e r i o r m e n t e , P a t t n a i k  y c o l . (1 9 7 8 )  u t i l i z a r o n  
un s i s t e m a  en  e l  que LDL m arcada " in  v i t r o "  en  s u s  é s t e r e s  de  
c o l e s t e r o l  s e  in c ü b a b a  c o n  HDL de  v a c a  en  e x c e s o ,  s e p a r a n d o  
l u e g o  ambas f r a c c i o n e s  p o r  p r e c i p i t a c i ô n  con  h e p a r i n a  y MnCl^ 
en  tampôn f o s f a t o  y m i d i e n d o  l a  a p a r i c i ô n  de é s t e r e s  de c o l e s  
t e r o l  r a d i a c t i v o s  en  HDL. N o s o t r o s  hem os u t i l i z a d o  e s t e  s e g u n  
do m é to d o  (e m p le a n d o  HDL humana como r e c e p t o r ) , d e b i d o  a s u  -  
g r a n  s e n c i l l e z  y  r e p r o d u c i b i l i d a d .
La t r a n s f e r e n c i a  de  r a d i a c t i v i d a d  en  form a de é s t e ­
r e s  de  c o l e s t e r o l  d e s d e  l a  f r a c c i ô n  m arcada a l a  f r a c c i ô n  r e ­
c e p t o r a  aum enta  a l  a u m e n ta r  l a  c a n t i d a d  de p la sm a  l i b r e  d e  l i  
p o p r o t e i n a s  e n  e l  e n s a y o ,  e s t a  r e l a c i ô n  e s  l i n e a l  cuand o  s e  -  
c o r r i g e  e l  v a l o r  d e l  % d e  r a d i a c t i v i d a d  t r a n s f e r i d a  p o r  l a  —  
d i s m i n u c i ô n  de  r a d i a c t i v i d a d  en  e l  d o n a n t e  con e l  t i e m p o . e s  
d e c i r ,  cu a n d o  s e  c a l c u l a  e l  % K t ( f i g u r a i  ) .  En un e n s a y o  t l p i -  
c o  l a  r e l a c i ô n  e s  de 13 v e c e s  mSs c o l e s t e r o l  t o t a l  en HDL —  
qu e  e n  LDL ( f i g u r a  1 1 ) . Cuando s e  d i s m i n u y ô  e s t a  r e l a c i ô n  a  5 
v e c e s  de  e x c e s o (  f i g u r a  1 2 ) ,  observeunos cômo e l  % de  t r a n s  f e ­
r e n c i a  ( c o r r e g i d o )  a u m e n t a ,  p a r e c i o n d o  como que HDL f u e r a m  i n  
h i b i d o r  d e l  i n t e r c a m b i o .  E s t a  i n h i b i c i ô n  e s  l i n e a l  con e l  -  
aum ento  de  HDL e n  e l  e n s a y o ( f i g u r a  1 3 ) .  S i n  em b a rg o ,  no e s  de  
b i d a  p r o b a b l e m e n t e  a n i n g u n a  de  l a s  a p o p r o t e i n a s  de  H D L (f ig u ­
r a  1 4 ) .  L os f o s f o l f p i d o s  p a r e c e n  u n i r s e  de  a l g u n a  form a a l a  
p r o t e i n a ,  t a n t o  cu a n d o  s e  aha d en  en  forma de I n t r a l i p i d ( t a b l a  
2 3 ) como cu a n d o  s e  h a c e  e n  form a de l i p o s o m a s ( f i g u r a  15 ) ,  i n -  
h i b i e n d o  l a  c a p a c i d a d  d e  i n t e r c a m b i o  d e  a q u e l l a ,  l o  c u a l  e s t é
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d e  a c u e r d o  c o n  l o s  d a t o s  d e  P a t t n a i k  y  Z i l v e r s m i t ( 1 9 7 9 )  d e  q u e  
l a  p r o t e i n a  i n t e r c a m b i a d o r a  s e  un e  a l i p o p r o t e i n a s .  S i n  em b a r­
g o  n o  e s  p r o b a b l e  q u e  e s t a  s e a  l a  c a u s a  de  l a  i n h i b i c i ô n  a p a -  
r e n t e  p o r  HDL.
P o r  o t r a  p a r t e  p a r e c e  l ô g i c o  p e n s a r  qu e  l a  p r o t e i n a  
n o  r e a l i z a  s o l a m e n t e  e l  i n t e r c a m b i o  e n t r e  LDL y  HDL s i n o  teun- 
b i e n  e n t r e  d i f e r e n t e s  p a r t i c u l e s  d e  LDL o  HDL, y  q u e  e l  s i s ­
tem a d e  i n t e r c a m b i o  s e a  s a t u r a b l e ,  p o r  l o  q u e  a l  a u m e n t a r  l a  
c o n c e n t r a c i ô n  d e  u n a  d e  e l l a s ,  d i s m i n u y e  e l  i n t e r c a m b i o  e n t r e  
LDL y  HDL. E f e c t i v a m e n t e , c u a n d o  c a l c u l a m o s  p o r  un m é to d o  -  
a p r o x i m a d o ( M a t e r i a l  y  M é t o d o s ,  a p a r t a d o  1 4 . 2 ) ,  e l  f l u j o  e n  
/ug d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  e n t r e  LDL y  H D L ,o b se r v a m o s  cômo  
a l  a u m e n t a r  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e  HDL e n  e l  e n s a y o ,  d i s m i n u y e  
e l  f l u j o  a p a r e n t e ( t a b l a  2 0 ) ,  mi e n t r a s  q u e  s i  f i j a m o s  l a  c a n ­
t i d a d  d e  HDL y LDL, o b t e n e m o s  un  a u m e n to  ] i n e a l  d e l  f l u j o  -  
c o n  e l  a u m e n to  d e  l a  p r o t e i n a  p r é s e n t e  e n  e l  m i s m o ( t a b l a  1 9 ) .
S i  s u p o n e m o s  q u e  l a  d i s p o n i b i l i d a d  d e  l o s  é s t e r e s  
de  c o l e s t e r o l  d e  am bas f r a c c i o n e s  e s  l a  m ism a y q u e  p o r  l o  
t a n t o  e x i s t e  l a  m ism a p o s i b i l i d a d  d e  q u e  u n a  m o l é c u l a  d e  é s  
t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  p r o c e d e n t e  d e  LDL o  HDL s e  i n t e r c a m b i e  
c o n  o t r a  d e  c u a l q u i e r a  d e  l a s  d o s  p a r t i c u l e s ,  po d em o s  c a l c u  
l a r  e l  f l u j o  t o t a l  d e  m o l é c u l a s  de  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  
e n  e l  s i s t e m a ( M a t e r i a l  y  M é t o d o s ,  a p a r t a d o  1 4 . 2 ) .  Cuando  
c a l c u l a m o s  e s t e  f l u j o  t o t a l  ( t a b l a  2 0 )»vemcie que no aurenta a p a r ­
t i r  d e  l a  c a n t i d a d  m en o r  d e  HDL u t i l i z a d a  e n  e l  e n s a y o ,  l o  
c u a l  p u e d e  i n d i c a r  q u e  l a  c a p a c i d a d  d e  t r a n s f e r e n c i a  e s  mâ 
x im a  c o n  u n a  c a n t i d a d  t o t a l  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  e n  e l
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e n s a y o  de  2 3 , 7 5  yuy, o  q u e ,c o m o  s e n a l a n  B a r t e r  y J o n e s (19  8 0 ) ,  
l a  d i s p o n i b i l i d a d  de  l o s  é s t e r e s  de  c o l e s t e r o l  de  HDL e s  ma­
y o r  que l o s  de  LDL, e n c o n t r a n d o  e s t o s  a u t o r e s  que  e l  f a c t o r  
d e  d i s p o n i b i l i d a d  e s  d e  2 8 , 9  p a r a  HDL.
Los d a t o s  d e  l a  t a b l a  19 c o i n c i d e n  con l o s  de  l a  t a  
b l a  20 p a r a  una c a n t i d a d  d e  p r o t e i n a  p l a s m â t i c a  de  1 8 , 5  mg -  
en  l a  f r a c c i ô n  de  d e n s i d a d  m ayor  de 1 , 2 5  g / m l  y 93 / ig  de  é s ­
t e r e s  d e  c o l e s t e r o l .
Dado que l a  c a n t i d a d  de  c o l e s t e r o l  que s e  i n t e r c a m  
b i a  e n t r e  LDL y  HDL d i s m i n u y e  l i n e a l m e n t e  con l a  c a n t i d a d  de  
HDL, podem os e x t r a p o l a r  a l  v a l o r  d e  i n t e r c a b i o  qu e  s e  p r e s e n  
t a r l a  p a r a  una r e l a c i ô n  f i s i o l ô g i c a  de  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a  
d o  e n t r e  LDL y  HDL, q u e  s é r i a  de  1 , 7 7 .  En e s t e  c a s o  e l  i n t e r  
ca m b io  s é r i a  d e  1 , 2 5  /ug d e  c o l e s t e r o l  que r e p r é s e n t a  e l  15% 
de l o s  é s t e r e s  de  HDL y e l  9% d e  l o s  de  LDL p o r  h o r a  p o r  i n  
c u b a c i ô n .  La p o s i b l e  r e l a c i ô n  e n t r e  e s t o  s i g n i f i c a r i a  que -  
cu a n d o  aum enta  l a  c a n t i d a d  d e  HDL, l a  t r a n s f e r e n c i a  de c o l e s  
t e r o l  e s t e r i f i c a d o  d e s d e  HDL b a s t a  LDL d i s m i n u i r i a  y p o d r i a  
s e r  una e x p l i c a c i ô n  d e l  p o s i b l e  p a p e l  p r o t e c t o r  de  HDL f r e n  
t e  a l a  a c u m u la c iô n  de  é s t e r e s  de  c o l e s t e r o l  en  d e t e r m i n a d o s  
t e j i d o s .
5 . -  EXISTENCIA DE LA ACTIVIDAD INTERCAMBIADORA DE ESTERES DE 
COLESTEROL EN DIVERSAS ESPECIES ANIMALES. PURIFICACION 
PARCIAL Y PROPIEDADES DE LA PROTEINA DE PLASMA HUMANO.
La a c t i v i d a d  e s t i m u l a d o r a  d e l  i n t e r c a m b i o  de é s t e r e s  
de c o l e s t e r o l  ha s l d o  d e s c r i t a  e n  c o n e j o ,  p r i m e r o ,  y  e n  e l
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h o m b r e , d e s p u é s , r e s u l t a n d o  s e r  mSs a l t a  ( e l  d o b l e  a p r o x i m a d a ­
m e n t e )  p a r a  a q u e l  q u e  p a r a  e s t e ;  e s t o  m ismo p u e d e  oonprdbattse 
a l  oonparar l o s  d a t o s  d e  l a s  f i g u r a s  1 y  1 1 ,  e n  l a s  q u e  s e  
r e p r é s e n t a  e l  i n t e r c a m b i o  ( e n  % K t)  de  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  
e n t r e  LDL y  HDL e n  p r e s e n c i a  d e  c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  â e i  plasma  
l i b r e  d e  l i p o p r o t e i n a s  d e  c o n e j o  y  hum ano,  r e s o e c t i v a m e n t e .
N u e s t r a  i n t e n c i ô n  d e s d e  un p r i m e r  m om ento f u é  l a  de  
b u s c a r  una a c t i v i d a d  p a r e c i d a  a l a  d e s c r i t a  e n  o t r a s  e s p e c i e s . 
Aunque p u s ir a o s  m ucho i n t e r é s  en  o b t e n e r  una g r a n  c a n t i d a d  de  
e s p e c i e s  d i f e r e n t e s ,  e s t o  n o  p u d o  l l e v a r s e  a c a b o  en  l a  m e d id a  
q u e  h u b i e r a  s i d o  n u e s t r o  d e s e o ;  d e  t o d o s  m o d e s , d a d a s  l a s  l i m i  
t a c i o n e s  d e  n u e s t r o  a n i m a l a r i o , po d em o s  c o n s i d e r a r  q u e  o b t u v i m o s  
s a n g r e  d e  un nfimero s u f i c i e n t e  de  m a m l f e r o s ,  p r e s e n t a n d o s e  ma-  
y o r e s  d i f i c u l t a d e s  e n  l a s  a v e s  ( p u e s  s 6 1 o  f u é  p o s i b l e  d isponer  
d e  s u e r o  d e  c o d o r n i z ) , a  p e s a r  d e  q u e  e s t a ^  p o r  s u s  e s p e c i a l e s  
c a r a c t e r i s t i c a s  m e t a b ô l i c a s , p o d r i a n  t e n e r  p a r a  n o s o t r o s  m a  "gran 
i m p o r t a n c i a .
Como s e  d e m u e s t r a  e n  l a  t e b l a  2 6 ,  s O l o  e l  m ono ,  e l  
c o n e j o  y  l a  c o d o r n i z  p r e s e n t a n  m a y o r  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  q u e  
e l  hondbre e n  l a s  c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  q u e  s e  d e s c r i b e n  en  
M a t e r i a l  y  M é t o d o s ,  a p a r t a d o  1 0 . 2 ;  p r e s e n t a n d o  l o s  r o e d o r e s  y  
e l  p e r r o  una  a c t i v i d a d  d e  d o s  a  c i n c o  v e c e s  menor q u e  l a  humana; 
L a s  dem âs e s p e c i e s  e s t u d i a d a s , u n g u l a d o s  y  e l  g a t o ,  p o s e e n  una  
a c t i v i d a d  c a s i  i n d é t e c t a b l e . H a  s i d o  i m p o r t a n t e  c o m p r o b a r  q u e  no  
t o d a s  l a s  e s p e c i e s  s e  c o m p o r ta n  i g u a l  q u e  e l  hom bre e n  c u a n t o  a 
l a  a p a r e n t e  i n h i b i c i ô n  F>or HDL; e s  m é s , como p u e d e  v e r s e  e n  l a  
t a b l a  2 7 ,  c u a n d o  l a  c a n t i d a d  d e  HDL a u m e n t ô ,  s o l o  c u a t r o  e sp e c ie ^
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ademâs d e l  h o m b re ,  p r e s e n t a r o n  e s t e  t i p o  d e  c o m p o r ta m ie n t o ,  
m i e n t r a s  q u e  e n  l a s  demâs l a  a c t i v i d a d  i n t e r c a m b i a d o r a  de  
é s t e r e s  de  c o l e s t e r o l  p a r e c i a  e s t i m u l a r s e  a l  a um enta r  l a  l i p o  
p r o t e i n a  r e c e p t o r a .
Hemos com en za d o  en n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  e l  e s t u d i o  
de  l o s  n i v e l e s  c i r c u l a n t e s  de  l i p o p r o t e i n a s  en  e s t o s  a n i m a l e s  
y s u  r e l a c i ô n  co n  l a s  a c t i v i d a d e s  LCAT e  i n t e r c a m b i a d o r a  d e  
é s t e r e s  de  c o l e s t e r o l .
Hemos i n t e n t a d o  p u r i f i c a r  l a  p r o t e i n a  in terca n b ià d o ra  
de é s t e r e s  de  c o l e s t e r o l  d e  p la s m a  humano que  f u é  p u r i f i c a d a  
p a r c i a l m e n t e  p o r  p r im e r a  v e z  p o r  P a t t n a i k  y c o l  ( 1 9 7 8 ) . N o s o t r o s  
hemos u t i l i z a d o  l a  p r o p i e d a d  q u e  t i e n e  l a  m o l é c u l a  p a r a  l i g a r s e  
a f o s f o l f p i d o s  o a m e z c l a s  a l t a m e n t e  h i d r o f ô b i c a s  u t i l i z a d a  
p r im e r a m e n t e  por F ie ld in g (1969) en l a  p u r i f  i c a c i ô n  de 1 i p o p r o t e i n a  
l i p a s a .  Con e s t e  p a s o  s e  o b t i e n e  una g r a n  p u r i f i c a c i ô n  con una  
bu en a  r e c u p e r a c i ô n  ( t e b l a  24) . E l  p r o b le m a  de  l a  r e c u p e r a c i ô n  
de l a  a c t i v i d a d  d e s p u ê s  de  l a  e x t r a c c i ô n  de 3 I p i d o s , fué obviado 
p o r  l a  u t i l i z a c i ô n  d e l  m é to d o  d e  Chaon y  K now les  ( 1 9 7 6 ) ,  que  
no p r é c i p i t a  l a s  p r o t e i n  a s  p l a s m â t i c a s  ( v e r  M atericil i  y  Nfetodos, 
a p a r t a d o  1 1 . 1  ) ,  en  p r e s e n c i a  d e  g l i c e r o l  como p r o t e c t o r .  La 
c a p a c i d a d  de  l i g a r s e  a I n t r a l i p i d ,  i n d i c a  l a  e x i s t e n c i a  de una  
p r o t e i n a  a l t a m e n t e  h i d r o f ô b i c a  .
En un s e g u n d o  p a s o  de p u r i f i c a c i ô n  s e  u t i l i z ô  B i o  G el  
A 1 , 5 ,  é l  c u a l  mos t r ô  una p r o t e i n a  de  un p e s o  m o l e c u l a r  de  9C(P00 
d a l t o n  a p r o x i m a d a m e n t e . ( f i g u r a  16 ) .  F i n a l m e n t e  e l  h e c h o  de  q u e  
s e  l i g u e  a C o n c a n a v a l i n a  A S e p h a r o s a  ( f i g u r a  17) i n d i c a  qu e  s e  
t r a t a  de  una g l i o o p r o t e i n a .
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E l  c o m p o r t a m i e n t o  d e  l a  p r o t e i n a  en  l o s  d i f e r e n t e s  
s i s t e m a s  de  p u r i f i c a c i ô n ,  c o n f i r m a  l o s  d a t o s  de  P a t t n a i k  y  c o l  
( 1 9 7 8 ) .  La p u r i f i c a c i ô n  o b t e n i d a  y  s u  r e n d i m i e n t o  n o  s o n  m ejores  
q u e  l o s  o b t e n i d o s  p o r  e s o s  a u t o r e s , p e r o  s i  mSs o  m e n o s  s i m i l a -  
r e s  a l o s  d e  é l l o s  . La p r e p a r a c i ô n  d e  C o n c a n a v a l i n a  A s o m e t i d a  
a g e l  d e  p o l i a c r i l a m i d a  e n  p r e s e n c i a  de  S D S , m u e s t r a  l a  e x i s t e n ­
c i a  d e , a l  m e n o s /  d o s  b a n d a s  de  p r o t e i n a  en  l a  p r o x i m i d a d  de  
90jù00  d e  p e s o  m o l e c u l a r  ( e s t o s  d a t o s  no  s e  d e s c r i b e n  en R esu lta d o s) .
6 . -  INTERCAMBIO DE COLESTEROL LIBRE ENTRE FRACCIONES LIPOPROTEICAS
E l  i n t e r c a m b i o  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e  l i p o p r o t e i n a s  
y  m em branas c e l u l a r e s  e s t é  a m p l ia m ie n te  d o c u m e n t  a d o  en  l a  b i b l i o -  
g r a f i a ,  s i n  e m b a r g o ,  a u n q u e  s e  c o n o c e  c o n  e x a c t i t u d  d e s d e  h a c e  
t i e m p o  q u e  , a l  c o n t r a r i o  d e  l o  q u e  o c u r r e  c o n  l o s  ê s t e r e s  de  
c o l e s t e r o l ,  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  s e  é q u i l i b r a  r a p j d a m e n t e  e n t r e  
l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  d e l  p l a s m a  (GOODMAN, 1 9 6 5 ) l a s  c a r a c t e r i s  
t i c a s  d e  e s t e  i n t e r c a m b i o  n o  e s t â n  e s t u d i a d a s  e n  d e t a l l e .
Como i n d i c a n  l o s  d a t o s  d e  l a  t a b l a  10 no  e x i s t e  t r a n s -  
f e r e n c i a  d e  m asa  de  c o l e s t e r o l  e n t r e  HDL y  l a s  dem âs f r a c c i o n e s  
l i p o p r o t e i c a s .  S i n  e m b a r g o ,  como m u e s t r a  l a  f i g u r a  2  ^ c u a n d o  s e  
i n c u b a  HDL m a r c a d a ,  e n  e l  c o l e s t e r o l  l i b r e ,  c o n  o t r a s  f r a c c i o n e s  
p l a s m â t i c a s  ,  LDL o  VLDL, e n  a u s e n c i a  d e  p l a s m a  l i b r e  d e  1 i p o p r o  
t e i n a s  e x i s t e  un p a s o  d e  r a d i a c t i v i d a d ;  qu e  t a m b i e n  s e  p o n e  de  
m a n i f i e s t o  c u a n d o  s e  i n c u b a n  e s t a s  f r a c c i o n e s  m a r c a d a s  c o n  HDL 
f r f a  ( f i g u r a  5 ) . N a t u r a l m e n t e ,  d a d o  q u e  no e x i s t e  t r a n s f e r e n ­
c i a  n e t a  d e  c o l e s t e r o l ,  e s t a  t r a n s  f e r e n c i a  de  r a d i a c t i v i d a d  r e ­
p r é s e n t a  i n t e r c a m b i o  d e  u n a  m o l é c u l a  m a r ca d a  p o r  o t r a  f r f a .
177.
S i n  em b a rg o ,  l a  c i n é t i c a  de  e s t e  i n t e r c amnio no e s  
i g u a l  en  l a s  d o s  d i r e c c i o n e s , d ad o  que cu a n d o  l a  f r a c c i ô n  do n a n ­
t e  e s  VLDL, LDL o VLDL + LDL, s e  a l c a n z a  e l  e q u i l i b r i o  i s o t ô -  
p i c o  ( t a b l a  13 ) c u a n d o  e l  i n t e r c a m b i o  s e  d e t i e n e  a p a r e n t e m e n - 
t e  ( f i g u r a  5 ) ,  m i e n t r a s  q u e  s i  e l  d o n a n t e  e s  HDL, a l a s  dos
h o r a s  s e  e s t é  muy l e j o s  d e l  e q u i l i b r i o  ( t a b l a  13 ) aûn cuand o  
l a  t r a n s f e r e n c i a  p a r e c e  h a b e r s e  d e t e n i d o (  f i g u r a  7 ) . E s t e  
c o m p o r ta m ie n t o  s e  c o r r e s p o n d e  e n  p a r t e  co n  l o s  d a t o s  de  A sh w o rt  
y Green ( 1 9 6 4 )  y B as  f o r d  y c o l  ( 1 9 6 4 ) ,  q u i e n e s  e n c u e n t r a n  qu e  
in c u b a n d o  e r i t r o c i t o s  c o n  LDL y HDL sO lo  e l  62% d e l  c o l e s t e r o l  
l i b r e  de  HDL e s t S  d i s p o n i b l e  p a r a  e l  i n t e r c a m b i o  m i e n t r a s  que  
l o  e s t é  t o d o  e l  de  LDL . E s t o s  d a t o s  p o d r i a n  a p u n t a r  a l a  e x i s ­
t e n c i a  de  d o s  t o o l s  • de  c o l e s t e r o l  l i b r e  en  HDL (BRUCKDORFER y  
GPAHAN , 197 6 ) .
E f e c t i v a m e n t e ,  cuand o  r e p r é s e n t â m e s  l a  a p z o x im a c iô n  a l  
e q u i l i b r i o  t e ô r i c o  de  l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  de  l a  f r a c c i ô n  do­
n a n t e  f r e n t e  a l  t i e m p o  podemos v e r  l a  a p a r i c i ô n  de d o s  r e c t a s  de  
r e g r e s i ô n  co n  c o e f i c i e n t e s  de  c o r r e l a c i ô n  s u p e r i o r e s  a 0 , 9 5  en  
t o d o s  l o s  c a s o s  ( f i g u r a  9 y  1 0 ) .  La p r im e r a  r e c t a  de r e g r e s i ô n
va  d e s d e  t i e m p o  c e r o  h a s t a  l a  p r i m e r a  h o r a ,  t a n t o  cua nd o  e l  d o ­
n a n t e  s o n  l a s  l i p o p r o t e i n a s  d e  b a j a  d e n s i d a d  como cu a n d o  l o  e s  
HDL. Cuando c a lc u lc u n o s  l a  v e l o c i d a d  de  f l u j o  en  l o s  d o s  t i p o s  de  
i n c u b a c i o n e s  d u r a n t e  e s t a  p r im e r a  h o r a  o b s e r v â m e s  q u e  so n  muy 
s i m i l a r e s  ( t a b l a  15) : 36 y 43,8% d e l  t o o l "  de c o l e s t e r o l  d e  LDL 
1 2 , 9  y 11,9% d e l  "pool" de  VLDL y  2 0 , 3  y  19,9% d e l  "pool*‘de MIL+UÎ,
p o r  i n c u b a c i ô n  p o r  h o r a  . En e x p e r i m e n t o s  de  i n t e r c a m b i o  r e a l i -
z a d o s  con l i p o p r o t e i n a s  y  e r i t r o c i t o s  (QÜARFORDT y HILDEMAN,1970)
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s e  h a  v i s t o  q u e  HDL i n t e r c a m b i a  s u  c o l e s t e r o l  l i b r e  mâs r a -  
p i d a m e n t e  q u e  LDL a u n o u e  n o  l l e g u e  a l a  t o t a l i d a d .
La p o s i b l e  e x i s t e n c i a  d e  d o s  " p o o ls  " d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  
e n  HDL p o d r l a  c o r r e s p o n d e r s e  b i e n  c o n  d i f e r e n t e s  c o m p a r t i m i e n t o s  
d e n t r o  de  l a  p a r t l c u l a  o  b i e n  c o n  e s p e c i e s  d i f e r e n t e s  e n  l a  f f a c c iô n  
d e  l i p o p r o t c i n a  d e  a l t a  d e n s i d a d  (EISENBERG y  LEVY 1 9 7 5 ) .  E s t a  
p o s i b i l i d a d  e s t é  s i e n d o  a c t u a l m e n t e  i n v e s t i g a d a  e n  n u e s t r o  l a b o r a  
t o r i o .
La v e l o c i d a d  d e l  i n t e r c a m b i o  e s  d e p e n d i e n t e  d e  t e m p e r a -  
t u r a ,  p u é s  c u a n d o  s e  r e a l i z a r o n  e x p e r i m e n t o s  a 4 “c e n t i g r a d e s  e s t a ,  
f u é  m ucho mâs l e n t a  q u e  a 3 7 ® C , ( t a b l a  1 5 ) ,  a un qu e  s e  c o n s e r v a  e l  
c o m p o r t a m i e n t o  e x p o n e n c i a l  d u r a n t e  l a  p r i m e r a  h o r a .  E s t a  m ism a  
d e p e n d e n c i a  d e  l a  t e m p e r a t u r a  a s i d o  e n c o n t r a d a  p a r a  e l  i n t e r c a m  
b i o  e n t r e  e r i t r o c i t o s  y  l i p o p r o t e i n a s  (BRUCKDORFER y  GRAHAN,1976) 
e s p e c u l a n d o s e  c o n  l a  d e p e n d e n c i a  d e l  co nsu m o  de  e n e r g l a  m e t a b ô -  
l i c a .  En n u e s t r o  s i s t e m a  n o  e x i s t e  l a  d e p e n d e n c i a  d e  e n e r g l a  m e-  
t e ü d ô l i c a ,  l u e g o  l a s  p o s i b l e s  e x p l i c a c i o n e s  r e s i d e n  e n  e l  c a m b io  
d e l  e s t a d o  f l s i c o  de  l a s  l i p o p r o t e i n a s  o  s i m p l e m e n t e  e n  e l  aum ento  
d e  c h o q u e s  m o l e c u l a r e s  c o n  l a  t e m p e r a t u r a .
Un h a l l à z g o  q u e  c o n s i d e r a m o s  d e  m éxim o i n t e r é s  e s  e l  
a u m e n to  d e l  f l u j o  c a l c u l a d o  p o r  i n c u b a c i ô n  p o r  h o r a  c u a n d o  l o s  
e x p e r i m e n t o s  s e  r e a l i z a r o n  e n  p r e s e n c i a  d e  p l a s m a  l i b r e  d e  l i p o ­
p r o t e i n a s  ( t a b l a s  15  y  1 6 ) .  E s t e  e f e c t o  d e l  p l a s m a  s e  d é t e c t a  
e n t r e  c u a l q u i e r a  d e  l o s  p a r e s  d e  l i p o p r o t e i n a s  e n s a y a d o s  y  t a n t o  
c u a n d o  e l  d o n a n t e  d e  r a d i a c t i v i d a d  e s  HDL como c u a n d o  l o  s o n  l a s  
l i p o p r o t e i n a s  d e  m en o r  d e n s i d a d .  No sa b e m o s  s i  e s t e  e f e c t o  s e  debe 
a l a  p r e s e n c i a  d e  u n a  p r o t e i n a  e s p e c i f i c a  d e  t r a n s p o r t e  d e l
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c o l e s t e r o l  l i b r e  y s i  e s t a  p r o t e i n a  e s  l a  misma que e s t i m u l a  
e l  i n t e r c a m b i o  de  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l .  La p o s i b i l i d a d  de que  
e l  i n t e r c ê u n b io  y t r a n s f e r e n c i a  de  l o s  c o m p o n e n te s  l i p i d i c o s  e n ­
t r e  l i p o p r o t e i n a s  e s t é  m e d ia d o  e n  t o d o s  l o s  c a s o s  p o r  p r o t e i n a s  
p l a s m â t i c a s  e s p e c l f i c a s  a b r e  i m p o r t a n t e s  v l a s  a l a  e s p e c u l a c i ô n  
de l o s  m e c a n is m o s  q u e  g o b i e r n a n  e l  m é t a b o l i s m e  y  l a s  t r a n s f o r m a -  
c i o n e s  de  l a s  l i p o p r o t e i n a s  p l a s m â t i c a s .  P r e te n d e m o s  d i r i g i r  
n u e s t r a  a t e n c i ô n  e n  e l  f u t u r e  a l  e s t u d i o  de  e s t o s  p r o b l è m e s .
ISO
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1 . -  I m p o r t a n c i a  de l a s  l i p o p r o t e i n a s  de  b a j a  y muy b a j a  d e n ­
s i d a d  e n  l a  e s t e r i f i c a c i ô n  d e l  c o l e s t e r o l  p l a s m â t i c o .
N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  que  en  l a  r e a c c i ô n  de  
e s t e r i f i c a c i ô n  d e l  c o l e s t e r o l  l i b r e  p l a s m â t i c o  c a t a l i z a d a  por  
LCAT e s  i m p r e s c i n d i b l e  l a  p f e s e n c i a  de  l i p o p r o t e i n a s  d e  b a j a  
o  muy b a j a  d e n s i d a d .  Su i m p o r t a n c i a  s e  d e b e  p r o b a b l e m e n t e  a 
un d o b l e  p r o c e s o ;  m o v im ie n t o  de s u  c o l e s t e r o l  l i b r e  h a c i a  HDL 
y m o v im ie n t o  de  l e s  é s t e r e s  de c o l e s t e r o l  fo r m a d o s  en  HDL hacia  
o t r a s  f r a c c i o n e s .
2 . -  M o v im ie n to  e s p o n t a n e o  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  y  é s t e r e s  de  
c o l e s t e r o l  e n c r e  f r a c c i o n e s  l i p o p r o t e i c a s . _
Hemos p o d i d o  c o n f i r m e r  l o s  d a t o s  de l a  l i t e r a t u r e  
q u e  i n d i c a n  q u e  i n c u b a n d o  l i p o p r o t e i a a s  a i s l a d a s  en  a u s e n c i a  
de o t r o s  c o m p o n e n te s  p l a s m â t i c o s  no s e  p r o d u c e  n in g u n a  t r a n s ­
f e r e n c i a  n e t a  de  c o l e s t e r o l  l i b r e  n i  e s t e r i f i c a d o  e n t r e  e l l a s .  
Con l a  u t i l i z a c i ô n  de  i s ô t o p o s  r a d i a c t i v o s  hemos com probado e l  
h e c h o ,  ta m b ie n  c o n o c i d o  , d e  q u e ,  e n  e s t a s  c o n d i c i o n e s ,  e l  c o ­
l e s t e r o l  l i b r e  s e  i n t e r c a m b i a  e n t r e  l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s ,  
m i e n t r a s  q u e  l o s  e s t e r e s  de  c o l e s t e r o l  no l o  h a c e n .
E l  e s t u d i o  r e a l i z a d o  de  l a  c i n é t i c a  d e l  i n t e r c a m b i o  
de  c o l e s t e r o l  l i b r e  s u g i e r e , a  n u e s t r o  j u i c i o ,  l a  e x i s t e n c i a  de  
d o s " p o o l s  " d i s t i n t o s  e n  c u a n t o  a s u  d i s p o n i b i l i d a d  en  e l  i n t e r  
c a m b io  en  l a  f r a c c i ô n  HDL. E s t o s  "pool®" p o d r i a n  c o r r e s p o n d e r  a 
d i s t i n t o s  d o m i n i o s  d e n t r o  de  c a d a  p a r t l c u l a  de  HDL o a d i s t i n ­
t a s  e s p e c i e s  d e  p a r t i c u l a s  d e  HDL.
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La v e l o c i d a d  d e l  i n t e r c e u n b i o  d u r a n t e  l a  p r i m e r a  h o r a  
e s  l a  m lsm a m e d id a  d e s d e  HDL m a r c a d a  o  d e s d e  VLDL o  LDL m a r c a ê  
d a s  ; s l e n d o  m a y o r  e n t r e  LDL y  HDL q u e  e n t r e  VLDL y  HDL. A sI  
m ism o ,  l a  v e l o c i d a d  d e l  i n t e r c e u n b i o  e s  d e p e n d i e n t e  d e  t e m p e r a ­
t u r e ,  s i e n d o  m ucho m enor  a 4 “C q u e  a  3 7 ®C.
3 . -  E s t i m u l a c l ô n  d e l  i n t e r c a m b i o  d e  e s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  y  
c o l e s t e r o l  l i b r e  p o r  p l a s m a  l i b r e  de  l i p o p r o t é i n e s .
E l  i n t e r c a m b i o  d e  c o l e s t e r o l  e s t e r i f i c a d o  s e  p r o d u c e  
e n  p r e s e n c i a  d e  p l a s m a  l i b r e  d e  l i p o p r o t é i n e s .  L o s  e s t u d i o s  
c i n é t i c o s  q u e  hem os r e a l i z a d o  i n d i c a n  q u e  l a  v e l o c i d a d  d e l  i n ­
t e r c a m b i o  d i s m l n u y e  a l  a u m e n t a r  l a  c o n c e n t r a c i d n  d e  HDL. E s t o  
n o  s e  d e b e  a n i n g u n a  a c c i ô n  e s p e c î f i c a  d e  l o s  c o m p o n e n t e s  p r o -  
t e i c o s  d e  e s t a  p a r t i c u l e  s i n o  a q u e  e l  i n t e r c a m b i o  s e  p r o d u c e  
t a m b ie n  e n t r e  p a r t i c u l e s  i g u a l e s  y  a  q u e  e s  un m é c a n is m e  p r o -  
b a b l e m e n t e  s a t u r a b l e .  E l  h e c h o  d e  qu e  e l  i n t e r c a m b i o  d e  é s t e ­
r e s  d e  c o l e s t e r o l  e n t r e  HDL y  l i p o p r o t é i n e s  d e  m enor  d e n s i d a d  
d i s m i n u y a  a l  a u m e n t a r  l a  c a n t i d a d  d e  HDL p o d r i a  t e n e r  i m p o r t a n  
t e s  c o n s e c u e n c i a s  f i s i o l d g i c a s  y  p a t o l d g i c a s  e n  r e l a c i d n  co n  
e l  d e p d s i t o  d e  c o l e s t e r o l  e n  l o s  t e j i d o s  .
E l  i n t e r c a m b i o  d e  c o l e s t e r o l  l i b r e  e n t r e  l^aopmoteinàs  
d e  a l t a  y  b a j a  d e n s i d a d  t a m b i e n  s e  e s t i m u l a  p o r  l a  p r e s e n c i a  
d e  p l a s m a  . No sa b e m o s  s i  e s t o  s e  d e b e  a a l g û n  f a c t o r  p r o t e i c o  
e s p e c i f i c o  y  s i  e s t e  p u d i e r a  s e r  e l  m ism o qu e  e s t i m u l a  e l  i n ­
t e r c a m b i o  d e  é s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l .
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4 . - P r e s e n c i a  d e  a c t l v l d a d  e s t i r o u l a d o r a  d e l  i n t e r c a m b i o  de  
ê s t e r e s  d e  c o l e s t e r o l  e n  p la sm a  d e  d i v e r s e s  a n i m a l e s .
Hemos e s t u d i a d o  l a  c a p a c id a d  de e s t i m u l a r  e l  i n t e r ­
ca m b io  de  e s t e r e s  de  c o l e s t e r o l  e n t r e  HDL humana y LDL de  c o n e  
j o  en l a  f r a c c i d n  p l a s m S t i c a  l i b r e  d e  l i p o p r o t e i n a s  de d i v e r ­
s e s  e s p e c i e s  . E s t a  a c t i v i d a d  e s  a l t a  en  e l  c o n e j o ,  c o d o r n i z  
y mono, o c u p a  un p u n t o  i n t e r m e d i o  en e l  hombre y e s  b a j a  e n  l a  
r a t a  , p e r r o  y  c o b a y o .  E s t o s  v a l o r e s  s e  c o r r e l a c i o n a n  co n  l a  
s u s c e p t i b i l i d a d  a l a  a t e r o s c l e r o s i s  y co n  l a  r e l a c i d n  LDL/HDL 
e n  e s t a s  e s p e c i e s  .
5 . -  C a r a c t e r l s t i c a s  de  l a  p r o t e i n a  i n t e r c a m b i a d o r a  de ë s t e r e s  
de c o l e s t e r o l  de  p la s m a  humano.
La a c t i v i d a d  e s t i m u l a d o r a  d e l  i n t e r c a i r à ' io  de é s t e r e s  
de c o l e s t e r o l  r e s i d e  e n  una p r o t e i n a  que p o r  l o s  m e to d o s  h a b i -  
t u a l e s  d e  p r e c i p i t a c i é n  y u l t r a c e n t r i f u g a c i é n  s e  a i s l a  e n  l a  
f r a c c i ô n  p l a s m â t i c a  l i b r e  de  l i p o p r o t e i n a s .  La p u r i f i c a c i é n  
p a r c i a l  r e a l i z a d a  a p a r t i r  de  e s t a  f r a c c i é n  c o n f i r m a  que s e  
t r a t a  d e  una g l i c o p r o t e i n a  de  un p e s o  m o l e c u l a r  a p r o x im a d o  de  
9(1000 q u e  s e  l i g a  a s u s t r a t o s  h i d r o f é b i c o s  y a f c s f o l f p i d o s .
La p u r i f i c a c i é n  o b t e n i d a  p o r  n o s o t r o s  e s  de  1821 v e c e s .
6 . -  E s p e c u l a c i é n  f i n a l .
E l  p r i n c i p a l  i n t e r é s  p r S c t i c o  p a r a  e l  e s t u d i o  d e l  
m eta d jo l ism o  de l a s  l i p o p r o t e i n a s  p l a s m S t i c a s  d é r i v a  d e  s u  Imr  
p o r t a n c i a  en  e l  d e s a r r o l l o  de  l a s  p l a ç a s  de  a t e r o m a .  Todos  
l o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  en  l o s  é l t i m o s  a n o s  a p u n ta n  a que
134,
e s t o s  d e p 6 s i t o s  d e  c o l e s t e r o l  e n  l a  p a r e d  a r t e r i a l  d e p e n d e n  
d e  un c o n j u n t o  d e  f a c t o r e s  c u y a  û l t i m a  c o n s e c u e n c l a  e s  e l  
m a n t e n i r a i e n t o  d e  un f i n o  e q u i l i b r i o  e n  e l  c o l e s t e r o l  t r a n s -  
p o r t a d o  e n  l a s  d i s t i n t a s  l i p o p r o t e i n a s  p l a s m â t i c a s .  P u n t o s  
f u n d c u n e n t a l e s  e n  e s t e  e q u i l i b r i o  s e r f  an l o s  m o v i m i e n t o s  de  
c o l e s t e r o l  l i b r e  y  e s t e r i f i c a d o  e n t r e  l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o -  
n e s  q u e  d e p e n d e r l a n  d e  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  r e l a t i v a s  d e  e s t a s  
p a r t i c u l e s , d e  l a  c a p a c i d a d  de  e s t e r i f i c a c i d n  d e l  p l a s m a  y  de  
l a  d i s p o n i b i 1 i d a d  d e l  c o l e s t e r o l  e n  l o s  d i s t i n t o s  t e j i d o s  
p o r  v i a  d e l  r e c e p t o r  p a r a  LDL. La p o s i b i l i d a d  d e  q u e  e l  m o v i -  
m i e n t o  d e l  c o l e s t e r o l  e n t r e  l i p o p r o t e i n a s  e s t é  m e d i a d o  p o r  
f a c t o r e s  p r o t e i c o s  e s p e c i f i c o s ,  a b r e  un n u e v o  c a m p o a l  c o n o -  
c i m i e n t o  d e  e s t e  c o n t r o l .  En l a s  c o n d i c i o n e s  q u e  n o s o t r o s  
hem os e s t u d i a d o  : l i p o p r o t e i n a s  o b t e n i d a s  d e  p l a s m a  e  i n c u b a -  
d a s " i n  v i t r o " ,  u n i c a m e n t e  d e t e c t a m o s  i n t e r c e u n b i o ,  p e r o  e n  c o n  
d i c i o n e s  f i s i o l é g i c a s ,  " i n  v i v o "  c o n  s i n t e s i s  y  d e g r a d a c l é n  
c o n s t a n t e s  d e  l i p o p r o t e i n a s ,  y  e s t e r i f i c a c i é n  d e l  c o l e s t e r o l  
p o r  a c c i ô n  d e  LCAT, l a s  m ism a s  p r o t e i n a s  p o d r i a n  a c t u a r  como  
t r a n s p o r t a d o r e s  y  p o r  l o  t a n t o  j u g a r  un p a p e l  c l a v e  e n  e l  e q u i  
l i b r i o  d e l  c o l e s t e r o l  p l a s m é t i c o .
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